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INTRODUCCION

La respuesta a dafios en el ADN (DDR, DNA damage response) es una compleja red de
mecanismos cuyo objetivo final es evitar la acumulacién de mutaciones y reordenamientos
gendmicos que comprometen el correcto funcionamiento celular. Entre los principales
mecanismos de la DDR se encuentran los puntos de control o “checkpoints”, los mecanismos
de reparacién y tolerancia de dafios y los programas de senescencia celular y apoptosis. En
conjunto, esta respuesta funciona como una barrera que previene la inestabilidad genética, y
por tanto clave para prevenir el desarrollo del cancer [1].

La correcta duplicacidn del ADN es esencial para el mantenimiento de la informacion
genética y la progresion a lo largo del ciclo celular. La horquillas replicativas son estructuras
altamente dinamicas y fragiles, tanto por la presencia de fragmentos de ADN de cadena
sencilla (ssDNA) como por la descromatinizacién asociada con la sintesis de ADN, lo que las
hace susceptibles de ser sustrato de nucleasas y otras enzimas implicadas en el procesamiento
del ADN. Ademas en cada ciclo celular, numerosos obstaculos generados tanto por agentes
enddégenos y exdgenos que causan lesiones en el ADN (aductos, sitios abasicos o
incorporacién de ribonucleétidos en vez de nucledtidos) como los propios obstaculos
intrinsecos del ADN (zonas altamente compactadas, proteinas unidas, hibridos ADN-ARN, etc.)
impiden el avance de la horquilla de replicacién y, en algunos casos, llevan al colapso vy la
rotura de éstas. Por ello, las células han desarrollado diferentes mecanismos implicados en la
proteccién, reparacion y reiniciacion de las horquillas, y mutaciones en estos mecanismos
causan inestabilidad genética y estan asociados con cancer y numerosas enfermedades
genéticas. Aunque la complejidad de estos mecanismos aumenta a lo largo de la evolucién, los
aspectos basicos estan muy conservados desde levaduras hasta humanos. En este trabajo
hemos utilizado Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo por sus ventajas para la

investigacion genética y bioquimica.

1.1 La replicacion del ADN

Las células eucariotas regulan la replicaciéon de su genoma mediante complejos mecanismos
que aseguran la correcta y rapida duplicacion de la informacién genética preservando la
estabilidad gendmica. La maquinaria de replicacion del ADN puede implicar hasta 100
proteinas distintas en una misma horquilla. Muchas de estas proteinas forman el nucleo de la
magquinaria de sintesis del ADN, otras acoplan la sintesis de ADN con el ensamblaje de los
nucleosomas y la herencia de las marcas epigenéticas, y otro grupo importante monitoriza la

integridad de las horquillas y las coordina con el programa de replicacién global.
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1.1.1 Activacidn de los origenes de replicacion

La iniciaciéon de la replicacidn ocurre en dos fases separadas temporalmente y coordinadas con
la progresién del ciclo celular. En la primera, se produce la “licencia” de los origenes de
replicacion, que consiste en la formacidn del complejo pre-replicativo (preRC) (Figura 1.1). La
formacién de este complejo ocurre de manera secuencial desde el final de mitosis hasta el
punto “START” en G1. La replicacion se inicia en multiples regiones u origenes distribuidos a lo
largo de los cromosomas. En S. cerevisiae los origenes de replicacién son secuencias de ADN
especificas conocidas como ARS (Autonomously Replicating Sequences) a las que se encuentra
unido de manera constitutiva el complejo de reconocimiento de origenes (ORC, origin
recognition complex) [2, 3]. Al final de mitosis la proteina Cdc6, esencial para el reclutamiento
del complejo helicasa MCM2-7 [4, 5], se une a ORC, proceso que ademas requiere la unién de
Cdtl a MCM2-7 [6, 7]. MCM2-7 es un anillo formado por 6 subunidades dispuestas en el
siguiente orden: Mcm3, Mcm5, Mcm2, Mcm6, Mcm4 y Mcm?7 [8-10]. Gracias a la hidrolisis de
ATP por Cdc6, MCM2-7 se une fuertemente al ADN de doble cadena (dsDNA, double stranded
DNA) y lo rodea [6, 11]. Una vez cargado, ORC hidroliza ATP, dando lugar a un cambio
conformacional que libera a MCM2-7 del origen de replicacion [12-14]. Este ciclo se repite
multiples veces de manera que se cargan aproximadamente entre 5-40 complejos MCM2-7
por cada origen de replicacidn, los cuales se desplazan por la cromatina [13]. Una vez que los
MCM2-7 estan cargados en los origenes, Cdc6 y Cdtl no son necesarios y se disocian [13, 15].
Tras esta serie de eventos, dos hexameros MCM2-7 enfrentados e inactivos quedan cargados
en los origenes de replicacion (preRCs).

El siguiente paso es la formacion del complejo de pre-iniciacion (prelC), el cual incluye
todas las proteinas necesarias (Sld3, Dbp11, Sld2, Cdc45, la polimerasa €, el complejo GINS y
Mcm10) para activar la helicasa como paso previo a la sintesis de ADN [16, 17]. Esta activacion
ocurre en la transicidn G1-S y requiere la fosforilacion de diferentes componentes del prelC
por las quinasas CDK (cyclin-dependent quinase, Cdc28 en S. cerevisiae) y DDK (Dbf4-
dependent kinase, Cdc7 en S. cerevisiae). DDK consiste en dos subunidades, una
serina/treonina quinasa codificada por CDC7 y una unidad reguladora codificada por DBF4,
siendo ambas esenciales para la viabilidad celular. Las actividades CDK y DDK son necesarias

durante toda la fase S para activar los origenes de replicacién [18, 19].



INTRODUCCION

Mcm10

. ORC
(3] Cde6 . GINS
cdul -  Cdds
. Mcm2-7 RPA
L 4 Sid2 o PCNA
[N sld3
° ol [ ] Pol &
Dbp11 | | Pola
ORC CDC6 MCM2-7
_ © =B
CDK
DDK /
A APCCd20 3. ApCCdhl b
A
-
=
=
<
=
M G1 = S G2 M G1
v

replisoma |
o t‘ ‘. ". ‘\

prelC

Figura 1.1. Iniciacion de la replicacién. Los origenes de replicacidn son licenciados al final de mitosis y
G1 mediante el ensamblaje del complejo de preRC formado por ORC, Cdc6 y MCM2-7/Cdt1 cuando la
actividad CDK es baja. El aumento de la actividad CDK y DDK en la transicion G1/S favorece la formacion
del complejo de prelC que contiene todas las proteinas que se ensamblan en los origenes antes de la
sintesis del primer cebador de ARN. La iniciacién de la replicacion no tiene lugar hasta que las
actividades CDK y DDK son altas y activan los prelCs. La actividad CDK en las fases S y G2, es también
necesaria para inhibir la carga de nuevos preRC, lo que permite separar temporalmente la carga de la
activacion de los complejos de replicacion.

MCMZ2-7 posee multiples sitios de fosforilacion capaces de modular tanto la iniciacién
como la progresion de la replicacion. La activacion de MCM2-7 requiere la fosforilacion por
Cdc7 de varios residuos del complejo en las subunidades Mcm2, Mcm4 y Mcm6 [20-22],
aunque para que esto ocurra, es necesario que el complejo MCM2-7 sea previamente
fosforilado por otras quinasas, entre las que se encuentra Mecl [23]. El dominio N-terminal de
Mcm4 contiene varios sitios de fosforilacion implicados en la regulacién de la progresiéon a lo
largo de la fase S [24, 25]. En concreto, la fosforilacion de este domino por Cdc7 es necesaria
para eliminar una funcidon de Mcm4 que inhibe la actividad helicasa del complejo MCM2-7 [22,

24, 26]. Por su parte, la fosforilacion de Mcm2 en las serinas 169 y 170 por Cdc7, esencial para
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la iniciacion de la replicacidn, reduce la afinidad de Mcm2 por Mcm5, lo que favorece la
apertura del anillo y la extrusion de ssDNA in vitro [27-29]. La mutacidn puntual mecm5-bob1
reduce la afinidad de Mcm2 por Mcmb5 [27] y elimina el requerimiento para la iniciacidn de la
replicacién tanto de Cdc7 como de la fosforilacién de Mcm2-S169-S170 [27, 30, 31]. Se ha
propuesto que mcm5-bob1 genera un cambio estructural en el anillo helicasa que mimetiza el
promovido por la fosforilacién de MCM2-7 por Cdc7 [31].

Por su parte, la actividad quinasa de Cdc28 regulada por ciclinas de tipo B es necesaria
para la activacidn de otras proteinas que participan en el ensamblaje del replisoma, tales como
Sld2 y Sld3 [32-34]. A diferencia de DDK, la fosforilacién del complejo MCM2-7 por CDK no es
esencial para la iniciacidn de la replicacién, aunque un balance apropiado de las actividades
CDK y DDK sobre MCM2-7 es necesario para el correcto ensamblaje del replisoma y su
posterior progresién [35].

Mediante un proceso cuyo orden aun no se ha establecido con precisidon, Cdc28 y Cdc7
fosforilan a Mcm10, Cdc45, Dbpll y al complejo GINS durante la formacién del prelC. Es
probable que la mayoria de las proteinas del complejo se ensamblen simultaneamente, ya que
la asociacién de unas depende de la presencia de otras. Por ejemplo, la unién de las cuatro
subunidades del complejo GINS depende de la unién de Cdc45 y Dpb11, mientras que Cdc45y
Dpb1l1l no se unen bien en ausencia de GINS. Cada hexamero MCM2-7 se asocia con Cdc45 y
GINS para formar el complejo helicasa CMG (Cdc45-MCM2-7-GINS), que junto con Mcm10,
Dbp1l1, SId2, SId3 y la polimerasa € forman el prelC [36]. La activacién del doble hexdmero de
MCM2-7 en el prelC conduce a su separacién en dos hexameros independientes. Es
importante destacar que mientras que el doble hexamero de MCM2-7 rodea dsADN, el
complejo MCM2-7 activo rodea ssDNA [37, 38]. La actividad helicasa del complejo CMG
desenrolla el ADN [36, 37, 39], lo cual permite la sintesis de ADN tanto de la cadena lider, la
cual se replica de manera continua mediante la actividad de la polimerasa €, como de la
cadena retrasada, la cual, se sintetiza de forma discontinua por la actividad de la polimerasa 6
generando los fragmentos de Okazaki. Tanto la cadena lider como la retrasada se inician a
partir de un cebador inicial de ARN, sintetizado por la polimerasa a (primasa), el cual es
extendido inicialmente por esta misma polimerasa. El factor de replicacién C (RFC) se une
entonces a la uniéon cebador-molde y cataliza el reclutamiento del factor de procesividad de la
replicacion PCNA, homotrimero en forma de anillo que rodea al ADN y al que se unen las
polimerasas Pol 6 y € [40]. Por tanto, la sintesis de ADN en la horquilla replicativa va asociada a
una acumulacién transitoria de ssDNA que es estabilizado mediante la unién del complejo RPA
(replication protein A, formado por Rpal, Rpa2 y Rpa3). Ademas de estas proteinas, otros

muchos factores se asocian al replisoma y participan en diferentes aspectos de la dinamica de
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las horquillas, tales como el procesamiento de los fragmentos de Okazaki (Rad27, Dna2, Ligl),
la eliminacion de tensidn topoldgica (Topl, Top2), la estabilidad del replisoma (Mrcl, Tof1,

Csm3) o la remodelacién de la cromatina (FACT, Asf1, CAF-1).

1.1.2 Regulacion de la iniciacién de la replicacion

La estricta separacidon temporal entre la formacién del preRC (G1) y su activacion (fase S)
asegura gque ninguna secuencia sea replicada mas de una vez en el mismo ciclo. La actividad
CDK es el factor que determina que la célula se encuentre en un estado permisivo o restrictivo
para la formacién de los preRCs (Figura 1.1). Durante las fases S y G2 la actividad CDK inhibe el
ensamblaje de los componentes de los preRCs mediante multiples rutas. Por ejemplo, la unién
de la ciclina Clb5 a ORC y su fosforilacién por Cdc28 inhibe la capacidad de ORC de ensamblar
nuevos preRCs [41]. Por su parte, la fosforilacién dependiente de Cdc28 de Cdc6 en diferentes
residuos, los cuales promueven su degradacién por el proteasoma y bloquean su capacidad de
union a ORC [42, 43]. Ademas, la fosforilacién de MCM2-7 por CDK promueve su transporte
del ndcleo al citoplasma [44-46]. De esta manera los niveles de CDK y DDK promueven la
activacion de los preRCs cargados en G1 a la vez que inhiben la formacién de otros nuevos en
las zonas ya replicadas.

La salida de mitosis estd marcada por la degradacién de las ciclinas mitéticas (M-CDKs), las
cuales promueven su propia degradacién al fosforilar y activar al complejo promotor de la
anafase (APC, anaphase promoter complex) unido al cofactor Cdc20 (APC“?) [47]. En
consecuencia, la actividad quinasa de CDK cae durante mitosis tardia y G1, permitiendo el
ensamblaje de los preRCs. Durante esta fase APC, unido al cofactor Cdhl, promueve la
degradacion de Dbf4 y por tanto elimina la actividad DDK [48]. De esta manera la célula impide
la activacion de los preRCs cargados durante la fase G1. En la transicion G1/S, cuando el
licenciamiento de origenes ha terminado, el aumento de actividad CDK fosforila a Cdh1l, lo que
promueve su degradacion y el subsecuente aumento de Dbf4 y por tanto de actividad DDK,
permitiendo la iniciacion de la replicacion y la entrada en fase S. Por tanto, la actividad quinasa
de Cdc7 es también periddica durante el ciclo celular; es baja durante G1, aumenta en la
transicion G1/S y se mantiene alta durante las fases S y G2, declinando finalmente en mitosis
(Figura 1.1). Esta periodicidad esta controlada por CDK y APC que regulan los niveles de Dbf4,
siendo los niveles de Cdc7 practicamente constantes a lo largo del ciclo [48].

Los origenes de replicacion se activan a lo largo de toda la fase S, por lo que en una
misma célula las reacciones de iniciacion, elongacion y terminacidn ocurren simultdneamente,

aunque el numero de origenes que inician la replicacién disminuye progresivamente con el
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tiempo. Sin embargo, por conveniencia, hablamos de origenes de replicacion tempranos y
tardios, los cuales a su vez pueden ser activados con mayor o menor eficiencia de una manera
aparentemente estocastica, de manera que los patrones de replicacidon varian de célula a
célula [49]. Dentro de una poblacién de células, pocos, si es que alguno, de los origenes son
usados de manera constitutiva y la mayoria se activan sélo en una proporcién de células [50].
Finalmente, existen los llamados origenes de replicacién durmientes que se replican de forma
pasiva desde origenes vecinos pero que pueden ser activados en condiciones de estrés
replicativo si su replicacién no se produce. En levaduras, esta activacion también requiere la
inactivacién del checkpoint [51], probablemente para eliminar la inhibicion que este proceso
ejerce sobre los origenes tardios en situaciones de estrés replicativo (Ver 3.2.2) [52].

Como se ha mencionado anteriormente, cada ORC es capaz de reclutar multiples
dobles hexdmeros MCM2-7 desde el final de mitosis hasta G1, los cuales se dispersan varias
kilobases en el ADN. Por tanto, existe un exceso de complejos MCM2-7 en la cromatina que no
colocalizan con horquillas replicativas [53, 54]. Este exceso de complejos MCM2-7 unidos a la
cromatina son eliminados durante la replicacidon conforme la horquilla avanza por la accidén de
la helicasa Rrm3, la cual progresa con el replisoma [55]. Este mecanismo asegura por un lado el
mantenimiento de MCM2-7 en la cromatina en las zonas que aun no han sido replicadas, y por

otro su salida de las regiones que ya han sido replicadas.

1.1.3 La paradoja de los MCM2-7

El exceso de MCM2-7 cargados en la cromatina en relacién al nimero de origenes de
replicaciéon se conoce como la paradoja de los MCM2-7. Se ha demostrado que es posible
reducir la concentracidon de complejos MCM2-7 sin alterar la replicacion del ADN. En levaduras
se ha visto que una reduccidn del 50% de los niveles de Mcm2 no afecta a la tasa de
crecimiento pero si provoca una disminucién en el nimero de origenes que son usados
durante fase S, indicando que el exceso de MCM2-7 puede ser necesario para que los origenes
de replicacién sean capaces de iniciar la replicaciéon exitosamente [56]. En C. elegans la
disminucién de los niveles de Mcm5, Mcm6 o Mcm7 da lugar a problemas de proliferacion en
presencia de HU [57]. En células humanas, una reduccién en los niveles de MCM2-7 unidos a la
cromatina de en torno al 70% no afecta a la tasa de replicacién ni a la activacién de origenes
en condiciones normales; sin embargo, en presencia de estrés replicativo estas células activan
menos origenes de replicacion durmientes, progresan mas lentamente a través de la fase Sy

tienen una menor tasa de supervivencia que las células control [58].
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Por tanto, el “exceso” de complejos MCM2-7 no es necesario durante una fase S
normal pero si en condiciones de estrés replicativo para la activaciéon de los origenes de
replicaciéon durmientes y el mantenimiento de integridad gendmica [57-60]. No obstante, el
nimero de MCM2-7 cargados es superior incluso al necesario para la activacién de origenes

durmientes, lo que sugiere que puedan tener otra funcién aun no definida.

1.2. Ensamblaje de la cromatina durante la replicacién

En las células eucariotas el ADN se encuentra empaquetado en una estructura altamente
dindmica y especializada denominada cromatina. El nucleosoma, la unidad basica de la
cromatina, estd formado por 146 pb de ADN enrollado 1.65 veces alrededor de un octdmero
de histonas. Este octdmero estd constituido por un tetrdmero central formado por 2
heterodimeros de H3/H4 al que se unen 2 heterodimeros H2A/H2B a cada lado del tetramero
[61]. El ensamblaje de la cromatina es un proceso secuencial, donde chaperonas y factores de
ensamblaje de la cromatina depositan primero los heterodimeros (H3/H4), y posteriormente
los dimeros H2A/H2B. Después, tras la deposicion, actian complejos remodeladores
dependientes de ATP y complejos modificadores de histonas que establecen las caracteristicas
de la cromatina especificas de cada regidn [62]. La deposicion de histonas y el ensamblaje en
nucleosomas ocurren rapidamente detras de la horquilla, de manera que se exponen tan sdlo
~200 pb de ADN.

El ensamblaje de la cromatina durante la fase S estd altamente regulado y coordinado
con la sintesis de ADN: los nucleosomas son desensamblados delante de la horquilla de
replicacion y ensamblados mediante el reciclaje de las histonas parentales y la deposicidén de
nuevas histonas (Figura 1.2)[63]. El ensamblaje de los nucleosomas precisa de una estricta
coordinacion de los componentes del replisoma con chaperonas de histonas, factores de
ensamblaje de la cromatina y maquinarias de modificacidn de los nucleosomas [64, 65]. Por
ejemplo, tanto la chaperona de histonas Asfl como el modelador de la cromatina FACT
interaccionan con el complejo MCM2-7 [66-68]. Por otra parte, el factor de ensamblaje de la
cromatina CAF-1 y Asfl interaccionan con PCNA y RFC, respectivamente [69, 70]. Estas
interacciones aseguran un correcto acoplamiento entre los procesos de sintesis de ADN y la
deposicidn de histonas, y su desregulacion da lugar a inestabilidad genética [71, 72].

La subunidad Mcm2 de la helicasa MCM2-7 desempefia un papel fundamental en el
reciclaje y ensamblaje de histonas parentales junto con las chaperonas de histonas Asfl y FACT
[66, 73-76]. De una manera independiente a su funcién como helicasa, Mcm2 es capaz de

unirse a tetrameros H3/H4, formando un complejo 2:2:2 Mcm2/H3/H4 [67]. La conformacion
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1:2:2 en la que un Mcm2 se une a un tetramero H3/H4 también es posible. El complejo 2:2:2
puede ser disrumpido por Asfl, que es capaz de romper el tetramero H3/H4 [77-79], dando
lugar a un complejo 1:1:1:1 Mcm2/H3/H4/Asfl, que puede coexistir con complejos 1:1:1
Asf1/H3/H4. La actividad chaperona de Mcmz2 se encuentra en su dominio N-terminal, el cual
interacciona con la interfase de H3/H4 que contacta el ADN que envuelve al nucleosoma. Este
mecanismo le permite interaccionar tanto con la histona H3 candnica como con su variantes
[67]. Este dominio es también necesario para la unidn de Cdc45 [67], lo que sugiere que Mcm?2
juega un papel critico en la coordinacién del reciclaje de H3/H4 con la progresion de la

horquilla replicativa.

Deposicion de histonas
sintetizadas de novo

gy’

Progresion de la

Nucleosoma
horquilla replicativa

Deposicion de histonas
parentales

Figura 1.2. Dinamica de deposicidon histonas en la horquilla replicativa. Durante la deposicién de
histonas sintetizadas de novo los dimeros H3/H4 recién sintetizados se unen a la chaperona Asf1 la cual
favorece, mediante acetilaciones mediadas por Rtt109 y otras acetil transferasas, su transferencia a los
ensambladores CAF-1, Rtt106 y FACT para su deposicién en el ADN recién sintetizado. Las histonas
parentales también se reciclan mediante un mecanismo que depende las chaperonas Mcm2, Asfl y

FACT.
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Mcm2 también interacciona con FACT [76]. FACT, formado por Sptl6 y Pob3, es una
chaperona de histonas capaz de unirse a nucleosomas, complejos H3/H4 e histonas libres [80-
83]. FACT participa en la reposicién de los tetrameros parentales (H3/H4), detras de la ARN
polimerasa durante la transcripcién [84]. Durante la replicacion, Mcm2 se une a las histonas
cooperativamente con FACT, lo que promueve el reensamblaje de la cromatina. FACT no se
asocia con MCM2-7 en G1, si no que es incorporado al replisoma una vez que ha comenzado la
replicaciéon [76]. Por tanto, el complejo formado por Mcm2 y FACT, posiblemente con la
colaboracidon de Asfl, parece jugar un papel esencial en la transferencia de las histonas
parentales a las cromatidas nacientes tras la horquilla [76].

La incorporacidn de los dimeros H3/H4 sintetizados de novo es llevada a cabo por tres
rutas solapantes mediadas por CAF-1, Rtt106 y FACT (Figura 1.2). Corriente arriba de ellas
actla Asf1, la cual se une a los heterodimeros de H3/H4 de nueva sintesis y se los presenta a la
acetiltransferasa Rtt109 que acetila la lisina 56 de la histona H3 [85]. La acetilacion de H3K56
aumenta la afinidad de H3/H4 con los ensambladores CAF-1 y Rtt106 y de éstos a la cromatina
[86]. La transferencia de H3/H4 del complejo Asf1/H3/H4 a CAF-1 esta regulada por la E3
ubiquitina ligasa Rtt101, capaz de unirse y ubiquitinar a H3, desestabilizando la interaccion
entre Asfl y las histonas [87]. CAF-1 es reclutado al replisoma a través de su interaccién con
PCNA, la cual estd regulada, al menos en humanos, por Cdc7 [88] y junto con FACT y Rtt106

promueven la deposicion de los heterodimeros (H3/H4), en las cromatidas nacientes [89-92].

1.3. Mecanismos de control o “checkpoints”

Las células han desarrollado mecanismos de control o “checkpoints” que coordinan la
progresion del ciclo celular con la respuesta a problemas en la integridad o dindmica de los
cromosomas. Existen tres clases de proteinas de checkpoint segun su funcidn: los sensores, lod
cuales detectan el dafio, los transductores o mediadores, que transmiten y amplifican la seiial,
y los efectores, que median la respuesta fisiolégica de la célula [93]. En esta introduccion nos

centraremos en los checkpoints que detectan problemas especificos de la replicacion.

1.3.1 Checkpoint de daios en el ADN

El checkpoint de dafios en el ADN actua durante todo el ciclo celular, retrasando la transicion
G1/S o blogueando la salida de G2/M, para evitar la replicacion o segregacion,

respectivamente, de cromosomas dafiados [94, 95]. Los sensores principales del checkpoint de
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dano son las quinasas de inositol trifosfato Mecl y Tell. Mientras que Tell es activada
principalmente por cortes de doble cadena (DBS, double strand breaks), Mec1 responde a una
amplia variedad de dafios en el ADN que tienen en comun la acumulacion de ssDNA generado
durante el procesamiento por las maquinarias de reparacidon y tolerancia de diferentes
lesiones, tales como bases dafiadas, desapareadas o errdneas, sitios abdsicos, distorsiones en
el ADN, enlaces covalentes intermoleculares, cortes de cadena sencilla o DSBs (Figura 1.3) [96].
Una fuente importante de DBSs durante la fase S proviene de la rotura de la horquilla de
replicacion. Cuando se produce un DSB el complejo Mrel1/Rad50/Xrs2 (MRX) se une a los
extremos del corte y recluta a Tell y a la endonucleasa Sae2 [97, 98]. Sae2 inicia la reseccidn
de la cadena del extremo 5’, proceso que es continuado por la accion de dos rutas
independientes; una mediada por la helicasa Sgsl y la endonucleasa Dna2 y otra por la
exonucleasa Exol [99-101]. El ssDNA generado es recubierto por RPA, la cual evita la
formacion de estructuras secundarias en el ADN [102].

El nucleofilamento ssDNA/RPA generado es el sustrato reconocido por el complejo
formado por Mecl y su subunidad reguladora Ddc2 [103]. Sin embargo, esta unidn no es
suficiente para la activacién completa del checkpoint, siendo necesaria la carga por la proteina

Rad24 del complejo 9-1-1, un heterotrimero formado por Rad17-Mec3-Ddcl [104].

UV, oxidative damage
NER, BEH 5' to 3'
resection

ssDNA Blunt end

RPA _,Mreﬁ-HadED-erE (MBX)
Mec1-Ddc2 Teld

/ INNT
Rad24-RFC (9-1-1) Rad17-Mec3-Ddc1

[ B W ¢

Chk1 Rad9 Rad53 (Chk2)

‘/ J. \ DNA repair

APCCd20 Cdc5  Dunt

Pds1 /

(securin)

Damage-inducible genes
RNR regulation

Figura 1.3. Mecanismos de checkpoint de daiios en el ADN. La generacién de DSBs es detectada por
MRX el cual recluta a Tell. La reseccion del DSB genera ssDNA que inicia la cascada de activacidn del
checkpoint de dafio a partir de Mec1-Ddc2. Mec1 también se activa por otras rutas que generan ssDNA,
como el dafio replicativo. Las actividades de Mecl y Tell, amplificadas por el mediador Rad9, activan a
los efectores Rad53 y Chk1, que paran el ciclo celular y regulan la reparacion de dafo. Adaptado de
[105].
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Uno de los sustratos de Mecl y Tell es la serina 129 de la histona H2A, la cual se
puede extender varias kilobases desde la lesidn. Esta modificacién promueve el reclutamiento
de la proteina mediadora del checkpoint Rad9 [106], la cual transmite y amplifica la sefial del
checkpoint dando lugar a la activacién de las proteinas efectoras Rad53 y Chk1 [107].

La fosforilacién de los efectores Rad53 y Chk1 activa distintas respuestas en la célula,
siendo la principal la parada del ciclo. En S. cerevisiae esta parada se produce en la transicién
metafase/anafase. Chkl favorece la estabilizacion de la securina Pdsl lo que impide la
degradacion de las cohesinas y por tanto la separacidn de las cromatidas hermanas [108]. Por
su parte, Rad53 inhibe a APC®®?, de manera que evita la degradacion de Pds1y de las ciclinas
mitéticas [109]. En S. pombe y eucariotas superiores la parada se produce en G2 debido a la
inhibicidn por fosforilaciéon de las M-CDKs por la quinasa Weel [110]. Estudios recientes han
demostrado que este mecanismo funciona también en S. cerevisiae, pero es dispensable
debido al control adicional de las M-CDKs por Rad53 [111].

Otra funcién general de Rad53 es la regulacién de la expresion de cientos de genes
necesarios para los diferentes mecanismos de reparacion [112]. En esta respuesta
transcripcional destaca la activacién por fosforilacién de la quinasa Dunl, la cual por un lado
activa los genes que codifican a la ribonucledtido reductasa (RNR), factor limitante en la
sintesis de dNTPs, y por otro inhibe a Sml1, un inhibidor especifico de la RNR. De esta manera
Rad53 aumenta los niveles de nucledtidos necesarios para reparar y replicar el ADN [113]. De
hecho, la funcién esencial tanto de Mecl como de Rad53 es mantener los niveles de
nucledtidos necesarios para reparar y replicar el ADN, independientemente de su funcidn en el
checkpoint, de tal manera que los mutantes nulos mecl1A y rad53A son viables en ausencia de
Sml1 [114].

Finalmente, el checkpoint también es responsable de la regulacion por fosforilaciéon de
numerosas proteinas implicadas en diferentes procesos de reparacion. Por ejemplo, la
fosforilacién de Sae2 por Mecl y Tell promueve la reseccién de los DBSs [115], mientras que

la fosforilacién de Rad55 y Rad51 por Mecl promueve la reparacién por HR [116-118].

1.3.2 El checkpoint replicativo

El checkpoint replicativo es especifico de fase S ya que responde Unicamente a horquillas
estresadas [119]. En estas horquillas se produce un desacoplamiento de la helicasa replicativa
con la sintesis de ADN que genera una acumulacion de ssDNA. Este desacoplamiento se puede
producir tanto por inhibidores de la replicacién tales como la hidroxiurea (HU), por mutaciones

en componentes del replisoma, o por aductos en el ADN causados por agentes tales como el
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metil metano sulfonato (MMS) o la luz ultravioleta (UV), los cuales suponen un obstaculo para
el avance de las polimerasas replicativas. Al igual que en el checkpoint de dafio, el ssDNA
recubierto por Rpal activa el checkpoint al ser detectado por Mec1/Ddc2 y el complejo 9-1-1
[120].

Los checkpoints de dafio en el ADN y replicativo comparten muchos componentes y
funciones (Figura 1.3) [121, 122]. Aun asi pueden distinguirse genéticamente por la proteina
que conecta los sensores Mecl y Tell con los efectores Rad53 y Chk1l: Rad9 en el checkpoint
de dafio y Mrcl en el checkpoint replicativo [123-125], aunque Rad9 puede complementar
parcialmente la ausencia de Mrcl [123]. Ademas de su papel en la sefalizacion de dafo
replicativo, Mrcl tiene un papel estructural en la horquilla de replicacion uniéndose al
replisoma a través del complejo protector de la horquilla Csm3-Tofl [126] e interaccionando
con Mcm6 y Pol € [127, 128]. Estas interacciones son esenciales para acoplar la actividad de
sintesis de ADN de Pol € con la actividad helicasa del complejo MCM2-7 durante la fase S
independientemente de que haya o no activacién del checkpoint [127, 129]. En levaduras, Tofl
y Csm3 interaccionan fisicamente con DDK [130, 131], con quien se ha propuesto que podrian
cooperar durante la fase S en respuesta al ADN alquilado, detectando las horquillas
bloqueadas, induciendo un enlentencimiento de la fase S y probablemente, coordinando la
progresion de la cadena lider y retrasada [132].

De hecho, Cdc7 también modula la actividad del checkpoint replicativo [133-137]. Cdc7
fosforila a Mrcl, siendo esta fosforilacion necesaria para la activacién de Rad53 y Chk1 [138,
139]. Ademas, al menos en S. pombe, Cdc7 fosforila a Ddcl, lo que reduce la interaccién entre
Ddcl y Rpal y favorece la liberacién de la cromatina del complejo 9-1-1, y de esta manera el
acceso de otras proteinas de reparacion [136]. Curiosamente se ha propuesto también que
Cdc7 atenua la actividad del checkpoint a través de la regulacién de Mecl, favoreciendo la
reiniciacién de la replicacion [137].

Ademas de coordinar repuestas similares a las del checkpoint de dafio en el ADN, tales
como la parada mitdtica o la regulacion de mecanismos de reparacién y tolerancia, el
checkpoint replicativo regula otras respuestas especificas como son el mantenimiento de la
integridad de la horquilla replicativa, la inhibiciéon de los origenes de replicacién tardios y el

control de los procesos de recombinacién homéloga (HR) durante la fase S.

1.3.2.1 Mantenimiento de la integridad de las horquillas replicativas

El checkpoint replicativo desencadena una serie de respuestas encaminadas a mantener la

integridad de las horquillas para, una vez hayan cesado los problemas, poder reiniciar la
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replicacion [140]. En consecuencia, los mutantes meclA y rad53A sufren un colapso
irreversible de las horquillas de replicacion incluso después de tratamientos cortos con MMS y
HU [141, 142]. Estudios con el alelo mec1-100 sugieren que el papel mas importante de este
checkpoint es la estabilizacion de las horquillas replicativas, ya que mec1-100, que no es
hipersensible a MMS, es defectivo en la parada en el ciclo celular y en la inhibiciéon de los
origenes tardios pero funcional en el mantenimiento de la integridad de las horquillas
replicativas [119].

Mecl y Rad53 regulan diferentes nucleasas y helicasas para prevenir la formacién de
estructuras patogénicas en la horquilla que impidan la reanudacién de la replicaciéon tras la
eliminacion del dafio [143]. Por ejemplo, Exol es modificada e inhibida por Rad53, impidiendo
que actle sobre horquillas estresadas, de tal manera que la ausencia de Exol suprime
parcialmente la sensibilidad a MMS de rad53A [144, 145]. Dna2 y la nucleasa Mus81 también
son fosforiladas por el checkpoint replicativo. En el caso de Dna2 esta fosforilacion promueve
su asociacién con el ADN y previene la reversidn de la horquilla gracias a su actividad helicasa,
mientras que la fosforilacion de Mus81 facilita su liberaciéon de la cromatina previniendo su
accién en la horquilla [146, 147].

La proteina de HR Rad51 también participa en la estabilidad de las horquillas
estresadas [148]. En Xenopus se ha visto que previene la acumulacién de ssDNA en las
horquillas como consecuencia de la actividad de Mrell [149]. De manera similar, BRCA2
analogo funcional de Rad52, tiene junto con Rad51 una funcién independiente de su actividad
reparacional en la estabilizacién de las horquillas de replicacién, protegiéndolas de la actividad
de Mrel1l [150].

La ausencia de numerosas proteinas del replisoma en horquillas bloqueadas por HU en
los mutantes del checkpoint tales como mec1A y rad53A sugiere un papel del checkpoint en el
mantenimiento de la estabilidad del replisoma [151, 152]. Sin embargo, estudios mas recientes
han demostrado que la pérdida de los componentes del replisoma en mutantes de checkpoint
estd restringida a origenes muy tempranos y refleja la incapacidad de estos mutantes de
checkpoint de parar estas horquillas de replicaciéon [153]. Aun no siendo necesario para la
estabilizacidn del replisoma, el checkpoint si es importante en la regulacién por fosforilacion
de varios de sus componentes. Por ejemplo, la fosforilacion de CMG por Rad53 inhibe su
actividad helicasa [154], mientras que la fosforilacion de Mcm2 por Mecl promueve la
recuperacion del checkpoint a través del reclutamiento de Cdc5 [155]. Finalmente, en estudios
en células de mamifero han demostrado que el checkpoint replicativo previene el colapso de

las horquillas evitando un exceso de ssDNA (en parte mediante la inhibicién de origenes
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tardios) y la subsecuente deplecion de RPA, el cual parece prevenir el colapso de las horquillas

tanto protegiendo el ssDNA como regulando componentes del replisoma [156].

1.3.2.2 Inhibicién de los origenes de replicacion tardios

En células de mamiferos una horquilla de replicacién bloqueada induce una doble respuesta:
por un lado, la inhibicion de la activacién de los origenes de replicacion tardios, y por otro, la
activacion de origenes durmientes proximos a la horquilla bloqueada [49, 52, 157-159]. Con
esta estrategia la célula asegura que las regiones que estaban siendo replicadas en presencia
de estrés replicativo completen la sintesis de ADN, a la vez que se previene la replicacién de
zonas donde no se ha iniciado aun [158]. Como se ha comentado, la activaciéon de algunos
origenes durmientes en S. cerevisiae requiere tanto la inhibicién de la replicacién pasiva como
la inactivacién del checkpoint [159], mientras que otros requieren la ausencia de actividad Sir2,
lo que sugiere que estdn inhibidos por heterocromatinizacién [160].

En S. cerevisiae la inactivacién de los origenes de replicacidn tardios es llevada a cabo a
través de la fosforilacién de Sld3 y Dbf4 [161, 162]. La fosforilacién de SId3 por Rad53 previene
su interaccién con Cdc45 y Dpbll y por tanto la formacidon del prelC. Por otra parte, la
fosforilacién de Dbf4 atenua la actividad de Cdc7, esencial para la iniciacién de la replicacién
[163]. No obstante, hay datos tanto en levaduras como en células de mamifero a favor y en
contra de la inhibicién de Cdc7 en respuesta a estrés replicativo [164]. Como se ha comentado,
Cdc7 es necesario para la activacion del checkpoint y, como se vera posteriormente, de
procesos de respuesta a dafios tales como la ruta de sintesis trans-lesion (TLS, translesion
synthesis). De manera similar, durante la respuesta a estrés se apagan los origenes tardios
pero se activan los durmientes. Estudios recientes en S. pombe y células de mamifero han
demostrado que DDK puede permanecer activa en la cromatina en respuesta a estrés
replicativo a pesar de la caida en la actividad CDK, porque la ruta ATR-Chk1 inactiva APC<" y
por tanto previene la degradacién de Dbf4 [165]. Es posible por tanto que existan poblaciones
localizadas de Cdc7 activo e inactivo. Concretamente, la fosforilacidn de Dbf4 por Rad53 en

moléculas de DDK situadas en los origenes tardios inhibiria la activacién de éstos.

1.3.2.3 Inhibicion de la HR

Aparte de la regulacion de proteinas de HR en las horquillas estresadas, el checkpoint
replicativo previene la actividad reparacional por HR durante la fase S. Este punto se discutira

en detalle en el apartado “Regulacién de la HR durante el ciclo” (4.2).
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1.4. Mecanismos de reparacion de daiios en el ADN. La recombinacion homdloga

Las células han desarrollado mecanismos de reparacién especificos para cada tipo de lesidn en
el ADN. Las bases mal apareadas son reparadas por el mecanismo de reparacidon de
apareamientos incorrectos (MMR, mismatch repair) [166]; las alteraciones quimicas en las
bases del ADN, tales como la metilacion o la generacién de sitios abasicos, se reparan
mediante el mecanismo de reparacion por excision de bases (BER, base excision repair) [167,
168]; las lesiones que distorsionan la estructura de la doble hélice tales como los dimeros de
pirimidina se corrigen mediante el mecanismo de reparacion por excision de nucleétidos (NER,
nucleotide excision repair) [1, 169]; los cortes de cadena simple se reparan por el mecanismo
de reparacién de roturas de cadena simple (SSBR, single strand break repair); finalmente, los
DSBs se reparan bien por el mecanismo de unién de extremos no homdlogos (NHEJ, non
homologous end joining) o bien por recombinacion homdloga (HR, homologous
recombination) [170, 171]. Por su importancia para la comprensién de esta tesis nos

centraremos en el mecanismo de HR.

1.4.1 Reparacion de DSBs por HR

La reparacion por HR usa secuencias homologas (cromatidas hermanas, cromosomas
homélogos o secuencias repetidas en el mismo o en cromosomas diferentes) como molde para
la reparacion del DSB. Todas las rutas de reparacion por HR requieren la resecciéon de la cadena
5 mediante los mecanismos que se han explicado anteriormente y que terminan con la
formacion de un nucleofilamento de ssDNA/RPA de extremo 3’ (Figura 1.4).

Rad51 (homdloga a RecA en bacterias) es una proteina central en la HR, ya que
participa en los procesos de busqueda de homologia, invasion e intercambio de cadenas.
Rad51 es cargada al ssDNA generado durante el proceso de reseccidn gracias a la actividad
mediadora de Rad52, proteina que compite con RPA para facilitar la unidon de Rad51 a la
molécula de ssDNA [172]. Rad52 sdlo es necesaria en cantidades cataliticas para la formacion
del filamento presindptico, lo que sugiere que RPA es desplazado del ADN como consecuencia
de la extensién de la polimerizacidon de Rad51 [172, 173]. Ademas, Rad52 posee actividad de
alineamiento de cadenas de ssDNA, la cual facilita la invasion de la molécula donadora de
informacién con el nucleofilamento de ssDNA/Rad51 [172, 174]. Esta invasion desplaza una
cadena y da lugar a la formacion de una estructura en forma de D (D-loop) que es estabilizada

mediante la actividad de intercambio de cadenas de Rad51 y la sintesis de ADN a partir del
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extremo 3’ de la cadena invasora. Todos estos pasos estan regulados por numerosas
actividades recombinogénicas y antirrecombinogénicas que generan intermediarios
metaestables y reversibles que dan flexibilidad y robustez al proceso [175]. Por ejemplo, las
actividad helicasa de Srs2 y Sgsl promueve el desmantelamiento del nucleofilamento de
Rad51/ssDNA [176, 177], mientras que los mediadores Rad55/Rad57 y el complejo Shu
antagonizan la actividad de Srs2 [178]. De igual manera, la formacién del D-loop esta
favorecida por Rad51 y el factor Rad54 pero puede ser desmantelado por la helicasa Mph1l

[179, 180].

Reseccion

APA %z%l

Mo RPA unida a ssDNA

tu"‘

Complejo Shu
Actividad mediadora Rad51 Actividad
Formacion del filamento @ antirecombinogénica
de Rad51, estabilizacién

y proteccion :\,‘\'S@gm@

Filamento de Rad51

Formacion del D-loop @ . ll

Figura 1.4. Formacion del filamento de Rad51. RPA es desplazada del ssDNA por Rad51 con ayuda de
los mediadores Rad52 y Rad55-Rad57. Srs2 promueve el desmantelamiento del filamento de Rad51,
mientras que Rad52 y Rad55-57 antagonizan esta actividad. El complejo Shu promueve la funcién de
Rad51 y también puede antagonizar la funcion de Srs2. El nucleofilamento de Rad51 promueve la
busqueda de homologia con la ayuda de Rad54 y Rhd54, mientras que Mph1 lo desestabiliza. Adaptado
de [180].

1.4.2 Regulacién de la HR durante el ciclo

A pesar de la importancia de la HR en la reparacién de DSBs, este mecanismo implica un riesgo
para la integridad gendmica por tres razones principales. La primera de ellas es que la sintesis
de ADN asociada al proceso de reparacién es mutagénica en comparacion con la replicacidon

normal [181-183]. La segunda razén es que un procesamiento incorrecto de los intermediarios
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replicativos por HR es altamente genotdxico al favorecer reordenamientos gendmicos como
hemos ya adelantado [176, 184, 185]. Por ultimo, la HR es una fuente potencial de
inestabilidad genética cuando no utiliza como molde la cromatida hermana, ya que puede dar
lugar a pérdida de heterocigosidad, deleciones, inversiones y translocaciones reciprocas [186].

Por todo ello, la eleccion entre las diferentes rutas de reparacién de DSBs estd
altamente regulada. La HR requiere actividad CDK, lo que implica que estd inhibida en G1 y
activa en Sy G2, cuando la célula dispone de cromatidas hermanas como molde [187]. Un paso
esencial en esta regulacion es el control de la reseccién, mediado por la fosforilacién de Sae2 y
Dna2 por CDK.

El checkpoint replicativo juega también un papel importante en la regulacién de la HR
durante el ciclo. En presencia de drogas tales como el MMS o la HU, Mrc1 inhibe la reseccion
de los DSBs y por tanto su reparacion por HR [188]. Es importante destacar que el
reclutamiento de los factores de HR a los DSBs es independiente de replicacion [188], y debido
a ello la expresién de Rad52 en G2/M es suficiente para la reparacion de los DSBs producidos

durante la fase S [189].

1.5. Tolerancia al dafio en el ADN

A pesar de que las células disponen de numerosos mecanismos de reparacién, las horquillas
replicativas se pueden encontrar con lesiones que impiden su avance. En estos casos, la célula
tiene que decidir entre reparar la lesion o avanzar sobre ésta y posponer su reparacion, para lo
que dispone de mecanismos de “tolerancia” a dafio en el ADN (DDT, DNA damage tolerance).
La reparacion del daio asegura fidelidad, aunque puede extender excesivamente la duracion
de la replicacion e inducir inestabilidad genética. Por el contrario, la DDT facilita la progresion
de la replicacién, aunque puede ser mutagénica y estd asociada a procesos que pueden
conducir a reordenamientos gendmicos. Los primeros modelos de DDT proponian que la
horquilla era capaz de reiniciar la replicacién tras la colision con los obstaculos replicativos,
dejando huecos de ssDNA tras de si que serian procesados postreplicativamente; sin embargo,
el relleno de los huecos también podria estar acoplado al avance de la horquilla a través de la
lesién (Figura 1.5) [190]. En ambos casos, estos mecanismos facilitan el avance de la horquillay
promueven el relleno de fragmentos de ssDNA posponiéndose la reparacion de la lesidn inicial.
Debido a la importancia de estos mecanismos en el mantenimiento de la estabilidad genémica
y a que pueden estar asociados a mutaciones, la DDT debe estar altamente regulada con el fin

de prevenir efectos deletéreos para la célula.
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Figura 1.5. Progresion de la horquilla y relleno de huecos tras una lesion en la cadena lider o la

retrasada. Un bloqueo de la cadena lider da lugar a una acumulacién transitoria de ssDNA debido al
desacoplamiento de la sintesis de ADN entre la cadena lider y la retrasada, mientras que el bloqueo de
la cadena retrasada es superado mediante la sintesis de un nuevo fragmento de Okazaki. Las horquillas
replicativas son capaces de superar ambos tipos de lesion y rellenar los huecos de ssDNA durante la
replicacion o postreplicativamente. Adaptado de [190].

Los principios bdsicos de la DDT estan conservados desde levaduras hasta humanos.
Existen dos tipos de mecanismos diferentes. En los mecanismos de TLS las polimerasas de la
horquilla Pol 6 y Pol € son sustituidas por polimerasas replicativas de menor procesividad pero
capaces de introducir un nucleétido al azar en el sitio opuesto a la base dafada [191]. En
levaduras TLS puede operar mediante dos rutas distintas: una ruta mutagénica en la que
participan Revl y Pol T (codificada por REV3 y REV7) y otra no mutagénica en la que participa
Pol n (codificada por RAD30) [192]. En los mecanismos de cambio de molde (TS, template
switching) se utiliza la cromatida hermana intacta para pasar el dafio mediante un intercambio
de cadenas. Por tanto, es un proceso libre de errores [193].

El complejo ubiquitina-ligasa Rad6-Rad18 juega un papel clave en el control de las
rutas de DDT. Consistente con eso, los mutantes rad6 y rad18 son extremadamente sensibles a
radiacion UV y MMS y completamente defectivos en el relleno de huecos de ssDNA [194, 195].
La importancia de Rad6-Rad18 en DDT esta asociada a PCNA, que actla como un interruptor
molecular que regula los diferentes mecanismos de DDT. En presencia de dafios en el ADN,
como los fotoproductos generados por la radiacidn UV o la alquilacidon de bases por MMS,
Rad6-Rad18 se une al ssDNA y ubiquitina a PCNA en la lisina 164 (K164) (Figura 1.6) [196]. La
monoubiquitinacion de PCNA promueve TLS al facilitar el reclutamiento de las polimerasas de
TLS a los sitios de dafio [196]. En levaduras, Cdc7 interacciona con y fosforila a Rev7, una de

las subunidades de Pol T [197]. En humanos Cdc7 participa en este proceso fosforilando a
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Rad18, lo que facilita la interaccién de Pol n con éste y posteriormente con PCNA en los sitios

de dafio [198, 199].
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Figura 1.6. Regulacion de las rutas de DDT por PCNA. PCNA puede ser ubiquitinada en K164 por Rad6-
Rad18. La monoubiquitinacion facilita el reclutamiento de las polimerasas de TLS. La poliubiquitinacién
de PCNA por Ubc13/Mms2/Rad5 promueve TS mediante un mecanismo que requiere intercambio de
cadenas mediado por Rad52, Rad51 y Rad5. PCNA es también sumoilado en K164 por Ubc9/Siz1; esta
sumoilacion recluta a la helicasa Srs2 que inhibe durante fase S un mecanismo de TS dependiente de HR
e independiente de ubiquitinacion de PCNA.

Un aspecto mecanistico que aun no ha sido resuelto es si la reparacion por TLS esta
acoplada al avance de la horquilla de replicacién a través del dafio o es postreplicativa. En el
primer caso, la sintesis a través del dafio se realizaria mediante un intercambio de polimerasas
en la horquilla. Alternativamente, las horquillas podrian reiniciar la replicacién tras la colisidn
con los obstaculos replicativos dejando tras de si huecos de ssDNA que serian procesados
postreplicativamente. Esta posibilidad es consistente con la observacién mediante microscopia
electrénica de huecos de ssDNA detras de las horquillas en mutantes de TLS irradiados con luz
UV [200, 201]. De igual manera, se ha observado que las células de mamifero acumulan ssDNA
tras la replicacion en presencia de irradiacién UV, sobre todo en mutantes de Pol n. Ademas, el
enlentecimiento del avance de las horquillas tras irradiar con UV no se ve afectado en

mutantes de TLS [202, 203], y se ha demostrado que TLS es capaz de reparar el dafo
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replicativo cuando la expresidn de alguno de sus componentes se restringe a G2 [204, 205].
Todos estos datos sugieren que los mecanismos de TLS operan exclusivamente en los huecos
de ssDNA dejados detrds de la horquilla. TLS no es la principal ruta de reparacion en levaduras,
como sugiere la escasa sensibilidad a dafio en el ADN del triple mutante reviA rev3A rad30A
[194, 195, 206].

La extensidn de la ubiquitinacién de PCNA por el complejo Mms2/Rad5 en la lisina 164
mediante una cadena de poliubiquitina unida por la lisina 63 promueve TS (Figura 1.6) [207].
Ensayos moleculares y de viabilidad en presencia de dafio han demostrado que este
mecanismo constituye la principal ruta de DDT tanto en condiciones de alto como bajo estrés
replicativo [194, 195, 206, 208, 209]. El mecanismo mediante el cual la poliubiquitinacién de
PCNA activa la ruta de TS no se conoce aun, aunque estudios moleculares en levaduras han
demostrado que el intercambio de cadenas requiere la maquinaria de HR [193]. Se han
propuesto diferentes mecanismos de TS en la que la nueva cromatida hermana es utilizada
como molde para la replicacién, y se describen brevemente en la Figura 1.7 [190].
Independientemente de su origen, estas uniones entre cromatidas hermanas (SCJs, sister
chromatid junctions) se pueden detectar mediante geles bidimensionales en mutantes en el
complejo Sgs1/Top3/Rmil implicado en su disolucién [210-212].

Numerosos datos sugieren que la ruta de TS mediada por Rad6/Rad5/Rad51 opera
durante fase S: 1) la pérdida de viabilidad de los mutantes rad18 puede ser rescatada
reactivando la expresion de Rad18 en G2/M en ausencia de Rad5, pero no de Rev3, lo que
sugiere que Rad5 requiere Rad18 durante fase S para tolerar el dafo [194, 205]; 2) el mutante
mms2A y no rev3A retrasa la entrada en G2 [194]; 3) la monoubiquitinacion vy
poliubiquitinacion de PCNA se detecta inicialmente en fase S; y 4) el checkpoint replicativo se
activa en mutantes que carecen de Rad5 o lo expresan en G2 [204]. Consistente con esta
hipdtesis, Rad5 es necesaria para la progresidon de la horquilla replicativa y la completa
terminacion de la replicacién a través de ADN alquilado [213].

De igual manera, diferentes aproximaciones moleculares y celulares han demostrado
que la replicacion a través de ADN alquilado requiere Rad52 y Rad51 en la horquilla [188, 189,
212, 214]. De hecho, el enlentecimiento de la replicacién como consecuencia de la actividad de
Rad51 y su pardlogo XRCC3, sugieren un papel activo de la HR en la modulacién de la
progresidon de la horquilla a través de ADN alquilado [215]. Consistente con esta funcion
replicativa, diferentes aproximaciones en levaduras, Xenopus y humanos, han demostrado que
Rad51 y Rad52 se unen a las horquillas de replicacidon durante la fase S tanto en presencia

como ausencia de dafio [149, 189, 216].
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Figura 1.7. Mecanismos de TS durante la fase S. La horquillas replicativas pueden superar la lesidn
mediante el cambio de la polimerasa replicativa por la de TLS (a) o por la formacion de SCls (b,c). La
invasion de la cromatida hermana podria generar una estructura tipo HJ, que debe ser posteriormente
disuelta/resuelta (b). Alternativamente, el mecanismo de “regresién de la horquilla” facilitaria el
alineamiento de las cadenas sintetizadas de novo generando una estructura cruciforme conocida como
“chicken foot” y que podria ser posteriormente procesado por diferentes mecanismos (c).
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Sin embargo, existen también datos que sugieren que esta ruta tiene funciones
postreplicativas; asi, se han detectado mediante microscopia electrénica fragmentos de ssDNA
detras de las horquillas de mutantes rad51A y rad52A irradiados con luz UV y MMS [149, 200,
201]. Por otro lado, los mecanismos de TS parecen ser capaces de reparar el dafio replicativo
cuando la expresion de algunos de sus componentes esenciales se restringe a G2, indicando
qgue pueden funcionar desacoplados de la horquilla de replicaciéon [204, 205]. Finalmente, el
analisis de la dindmica de focos de Rad52 y Rad51 en respuesta a MMS sugiere que al menos
una parte de la reparacidon recombinacional de los huecos de ssDNA es retrasada hasta G2/M
mediante un proceso que depende del checkpoint replicativo, lo que separaria las funciones
replicativas y reparacionales de la HR durante la DDT [189].

La cooperacion de Rad6/Rad18/Rad5 con Rad51/Rad52 en la formacion de SCls en
repuesta a dafios contrasta con el efecto aditivo de los mutantes dobles respecto a los simples
observado en ensayos de sensibilidad a dafios en el ADN y relleno de huecos de ssDNA, el cual
sugiere que Rad5 y Rad52 definen dos rutas independientes de TS [217]. La explicacidn a estos
resultados es la existencia de una segunda ruta de HR independiente de ubiquitinacién de
PCNA que esta regulada por una segunda modificacién de PCNA tanto en condiciones de estrés
replicativo como sin ellas: la sumoilacién de las lisinas 164 y 127 por el complejo Ubc9/Sizl
[196]. Esta modificacion recluta la helicasa Srs2, la cual inhibe esta ruta durante la fase S
(Figura 1.6) [218, 219]. En consecuencia, tanto los mutantes srs2A como los mutantes
defectivos en la sumoilacion de PCNA suprimen la sensibilidad a dafio de rad6A, rad18A y
rad54, y esta supresion depende de las proteinas de recombinacion homdéloga Rad51, Rad52,
Rad54, Rad55 y Rad57 [177, 218, 219]. Esta ruta de HR alternativa esta también asociada con
la formacidn de SCJs [220] pero restringida a condiciones de alto estrés replicativo [194, 195,
217]. La regulacion negativa de la ruta de HR mediante la sumoilacion de PCNA sugiere que
este mecanismo opera postreplicativamente. Actualmente se desconoce los mecanismos
mediante los cuales Srs2 inhibe esta ruta de HR pero no las funciones recombinogénicas

asociadas a la ruta dependiente de Rad5.

Las funciones replicativas y reparacionales de las proteinas de HR se han plasmado en
diferentes modelos, y numerosos datos sugieren que estdn separadas tanto en el espacio
como en el tiempo (S y G2/M), posiblemente para evitar la inestabilidad genética que se
podria producir al interferir la reparacion con la replicacidén [186]. A pesar de esta separacion,
las funciones replicativas y reparacionales de la HR estan acopladas mecanisticamente, como
sugiere el hecho de que la restriccidon de la expresion de Rad52 a G2/M impida la unién de

Rad51 a los fragmentos de ssDNA, la formacién de SCJs y focos de reparacion, y la reparacion
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de los huecos de ssDNA [189]. Nuestra hipdtesis es que la carga de Rad52 y Rad51 a los dafios
replicativos estd acoplada al avance de la horquilla de replicacién, lo que marcaria una
diferencia substancial con la reparacién de DSBs por HR, donde el reclutamiento es

independiente de replicacién [188, 189, 221].

25



INTRODUCCION

1.6 Objetivos
El objetivo principal de este proyecto ha sido estudiar los mecanismos de unién de las
proteinas de recombinacién homéloga a los dafios replicativos durante la DDT. En particular,

nos hemos centrados en dos aspectos:

1. El papel de la quinasa Cdc7 en la unién de la maquinaria de HR a los dafios replicativos

mediante su interaccidon con la helicasa MCM2-7.

2. El papel del reciclaje de histonas por ensambladores de cromatina en la respuesta a

danos replicativos.
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2. RESULTADOS: PARTE 1
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2.1 Rad51 y Rad52 interaccionan con MCM2-7 independientemente de daiios en el

ADN en S. cerevisiae

Las proteinas de recombinacidn homédloga Rad51 y Rad52 participan en la DDT mediante
funciones replicativas y reparacionales [186]. Rad51 y Rad52 viajan con las horquillas de
replicacién y facilitan su avance en presencia de dafios en el ADN, quedando unidas a los
fragmentos de ssDNA cuya reparacidén promueven una vez terminada la replicacion [189]. Con
el objetivo de entender el mecanismo por el cual Rad51 y Rad52 interaccionan con la horquilla
replicativa y se unen a los dafios que quedan detrds, decidimos analizar el papel de la helicasa
replicativa MCM2-7. En S. pombe, Mcm4 interacciona con Rph51 (homélogo de Rad51) en
respuesta a HU [222]. Por otra parte, se han detectado interacciones entre Mcm2 y Mcm3 con
Rad52 y Rad51 tanto en ausencia como en presencia de dafios en células humanas [222, 223].
Decidimos analizar si estas interacciones también ocurrian en S. cerevisiae. Para ello
inmunoprecipitamos la quimera Mcm4-GFP en cultivos asincréonicos y analizamos la
interaccion con Rad51 y Rad52 mediante western blot. Como se muestra en las Figuras 2.1Ay
2.1B, Rad51 y Rad52 coinmunoprecipitaron con Mcm4-GFP, indicando que en S. cerevisiae la
interaccion entre MCM2-7 y Rad51 y Rad52 esta conservada. Debido a que el reclutamiento de
Rad51 a los danos generados por MMS depende de Rad52 [189], decidimos determinar si
Rad52 es necesario para la interaccién entre Rad51 y Mcm4. Los experimentos de
coinmunoprecipitacion mostraron que Rad51 interacciona con Mcm4-GFP
independientemente de Rad52 (Figura 2.1A). De hecho, la interaccién entre Rad51 y Mcm4-
GFP es mayor en el mutante rad524, lo que sugiere que hay mas Rad51 disponible para

interaccionar con MCM2-7.
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Figura 2.1. Mcm4 interacciona con Rad51 y Rad52. (A, B) Coinmunoprecipitacion de Mcm4-GFP con
Rad51 y Rad52 en extractos de cultivos asincrdnicos de células silvestres y rad524 que expresan Mcm4-
GFP. Como control negativo se usé una estirpe silvestre Mcm4. Los extractos se trataron o no con
MNasa (A) o benzonasa (B). Los experimentos se repitieron 2 veces con resultados similares.
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Las interacciones se observaron en lisados tratados o no con nucleasa micrococal
(MNasa) que genera fragmentos cromatinicos de ~250 pb (Figura 2.1A) o con benzonasa que
genera fragmentos de ADN <8 pares de bases (Figura 2.1B), lo que demuestra que las
interacciones entre MCM2-7 con Rad51 y Rad52 no estan mediadas por ADN.

Para determinar si la interaccidon entre MCM2-7 y Rad51 depende o no de la presencia
de dafio en ADN, cultivos asincrénicos fueron tratados o no durante 2 horas con MMS al
0,015%, un agente genotdxico que dificulta el avance de la horquilla replicativa mediante la
alquilacién del ADN y que es altamente téxico en células defectivas en HR [141, 224]. Como se
observa en la Figura 2.2, Mcm4-GFP y Rad51 interaccionaron independientemente de la
presencia o ausencia de dafo. En conjunto, estos datos demuestran que la interaccion entre la
helicasa MCM2-7 y las proteinas de recombinacidn homdloga Rad51 y Rad52 esta conservada

de levaduras a humanos.
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Figura 2.2. La interaccion de Mcm4 y Rad51 es independiente de dafio. Coinmunoprecipitacion de
Mcm4-GFP y Rad51 en extractos tratados con MNasa de cultivos asincrénicos de células silvestres
incubados o no durante 2 horas con MMS al 0,015%. Como control negativo se usé una estirpe silvestre
Mcm4. El experimento se repitid 2 veces con resultados similares.

2.2. La actividad quinasa de Cdc7 promueve la interaccion entre Mcm4 y Rad51

La quinasa Cdc7 es el principal regulador de la actividad de MCM2-7 [225]. Por ello, decidimos
analizar si la interaccién entre Rad51 y Mcm4 estaba regulada por Cdc7. Para eliminar la
actividad quinasa de Cdc7 de forma selectiva usamos un alelo de CDC7 (cdc7-as3) que es
sensible al inhibidor INMPP1, un andlogo no hidrolizable del ATP [226]. Ya que la actividad
quinasa de Cdc7 es esencial para la iniciacién de la replicacion [18, 19], el experimento se llevo
a cabo sincronizando las células en G1 y liberandolas en fase S en presencia de MMS al 0,015%.
A los 35 minutos, tiempo suficiente para que se inicie la replicacion, el cultivo se dividié en dos

y se afiadié INMPP1 o su vehiculo (DMSO). A los 90 minutos tras la liberacidon de G1 se llevo a
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cabo la coinmunoprecipitacién. Como se observa en la Figura 2.3A, el inhibidor elimind la
interaccion entre Rad51 y Mcm4, lo que indica que ésta requiere la actividad quinasa de Cdc7

de forma continua.
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Figura 2.3 La interaccion de Mcm4 y Rad51 depende de la actividad quinasa de Cdc7. (A)
Coinmunoprecipitacion de Mcm4-GFP y Rad51 en extractos tratados con MNasa de cultivos de células
cdc7-as3 y cdc7-as3 mcm5-bobl que expresan Mcm4-GFP. Los cultivos se sincronizaron en G1 y se
liberaron en medio fresco en presencia de MMS al 0,015% durante 90 minutos. A los 35 minutos tras la
liberacién el cultivo se dividid en dos y las células fueron tratadas con INMPP1 15 uM o DMSO. (B)
Coinmunoprecipitacion de Mcm4-GFP y Rad51 en extractos tratados con MNasa de cultivos
asincrénicos mecmb5-bobl o mcmb5-bob1 cdc7A. El experimento se repitio 4 (A) 6 2 (B) veces con
resultados similares. Como control negativo se usé una estirpe silvestre Mcm4.

A continuacidon decidimos analizar la interaccidon en ausencia de Cdc7. Aunque la
ausencia de Cdc7 es letal debido al papel de Cdc7 en iniciacidn de la replicacién [227, 228], el
mutante cdc7A puede crecer en presencia de la mutacion mecm5-bob1 [30]. Se ha propuesto
que esta mutacion induce en el complejo MCM2-7 una conformacién estructural similar a la
generada por la fosforilacién de MCM2-7 por Cdc7, lo cual permite iniciar la replicacién sin
necesidad de la actividad quinasa de Cdc7 [31]. La interaccidon entre MCM2-7 y Rad51 también
se observé en el mutante mem5-bob1 cdc7A (Figura 2.3B), lo que sugiere que mcm5-bobl
también suprime el requerimiento de actividad quinasa de Cdc7 necesario para que se
produzca la interaccidon entre la helicasa y Rad51. De acuerdo con esta hipdtesis, la interaccion
entre Mcm4 y Rad51 se mantuvo en el mutante cdc7-as3 mcm5-bob1 tanto en presencia como
en ausencia de INMPP1 (Figura 2.3A). Estos datos sugieren que los cambios conformacionales

en MCM2-7 inducidos por Cdc7 favorecen la interaccion de la helicasa con Rad51.
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2.3 MCM2-7, Rad51 y Rad52 presentan cinéticas similares de unién a la cromatina

durante el ciclo celular

Con el fin de comprender el significado bioldgico de la interaccion de Mcm4 con Rad51 y
Rad52 decidimos estudiar la cinética de unién al ADN de ambas proteinas en cultivos
sincronizados en G1 vy liberados en fase S hasta G2/M mediante fraccionamiento de cromatina
y western blot. El fraccionamiento de cromatina nos permite aislar las proteinas que se
encuentran unidas a la cromatina de las proteinas nucleares y citosdlicas solubles. El analisis
de cantidades de proteinas celularmente equivalentes de las dos fracciones mostré que la
fraccidn cromatinica estaba enriquecida en histona H4, mientras que la cantidad de la proteina
citosodlica fosfoglicerato quinasa 1 (Pgkl) era practicamente indetectable. Por el contrario, la

fraccion soluble estaba enriquecida en Pgkl y apenas se detecté la histona H4 (Figura 2.4B y

2.4D).
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Figura 2.4. MCM2-7, Rad51 y Rad52 tienen cinéticas de unién a la cromatina similares. Unién de
Mcm4-GFP, Rad51 (A,B) y Rad52-GFP (C,D) a la cromatina mediante ensayos de fraccionamiento de
cromatina y western blot en cultivos de células silvestres expresando Mcm4-GFP (A,B) o Rad52-GFP
(C,D). Los cultivos fueron sincronizados en G1 y liberados hasta G2/M. (B,D) Control del fraccionamiento
de cromatina mediante western blot de Pgkl y H4 de las fracciones cromatinica y soluble. (A) Se
muestra la media y la SEM de 3 experimentos independientes en los que la histona H4 se utilizé como
control de carga de la fraccion cromatinica. (C) El experimento se repiti6 2 veces con resultados
similares. La progresion del ciclo se siguié mediante citometria de flujo.

Todas las subunidades del complejo helicasa MCM2-7 presentan la misma cinética de
unién a la cromatina: se incorporan durante el final de mitosis y G1 y se van liberando
conforme las células completan la replicacién [3, 229, 230]. Consistente con esto, el analisis de
la union de Mcm4 a la cromatina mostré un pico de acumulacién en G1 que fue

desapareciendo conforme las células progresaron a lo largo del ciclo (Figura 2.4A). De manera
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inesperada, dado que la HR es inactiva en G1, Rad51 y Rad52 presentaron un patréon de unién
a la cromatina similar al de Mcm4 acumuldandose en G1 y liberdndose a lo largo de la fase S
(Figura 2.4A y 2.4C). En conjunto, estos datos sugieren que Rad51 y Rad52, al igual que MCM2-
7, se acumulan en la cromatina en G1 para ser posteriormente liberados conforme se

completa la replicacion.

2.4 La acumulacién de Rad51 en la cromatina en G1 es independiente de MCM2-7

El mecanismo de entrada de Rad51 a la cromatina aun se desconoce. Aunque la ausencia de
actividad quinasa de Cdc7 en G1 [231] sugiere que Rad51 y MCM2-7 no interaccionan durante
esta fase, la similitud de las cinéticas de unién de Rad51 y Mcm4 a la cromatina nos decidid a
evaluar si la carga de Rad51 en G1 dependia de MCM2-7. Dado que Cdc6 es esencial para la
carga de MCM2-7 [4], utilizamos células en las que su expresidn estd bajo control del promotor
GAL1 regulado por fuente de carbono (Gp-GALS6). Las células CDC6 y Gp-CDC6 se crecieron en
galactosa y se sincronizaron en metafase con nocodazol; posteriormente se incubaron 1h con
glucosa para inhibir la expresiéon de Cdc6 [119] y en consecuencia la carga de MCM2-7, y
finalmente se liberaron en presencia de factor a para sincronizarlas en la fase G1 del siguiente
ciclo (Figura 2.5). La cantidad de Rad51 en la cromatina en G1 no se vio afectada a pesar de la
disminucién en la cantidad de MCM2-7 cargado en la cromatina (Figura 2.5A). Este
resultado indica que MCM2-7 y Rad51 se cargan en la cromatina de manera independiente.
Curiosamente los niveles totales de MCM2-7 en la célula también disminuyeron, lo que sugiere

que el complejo es degradado si no se incorpora a la cromatina (Figura 2.5B).
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Figura 2.5. La acumulacion en la cromatina de Rad51 en G1 es independiente de MCM2-7. Unidn a la
cromatina (A) y fraccion total (B) de Mcm4-GFP y Rad51 en G1 mediante ensayos de fraccionamiento de
cromatina y western blot de cultivos de células CDC6 y Gp-CDC6 sincronizadas en G1 en condiciones de
deplecidn de Cdc6. Para ello, los cultivos fueron sincronizados en G1 y liberadas en medio fresco con 1%
DMSO vy nocodazol 15ug/ml; a los 90 min tras las liberacion se afiadié glucosa al 2% y se reafiadio
nocodazol 15 pg/ml durante 1 h. A continuacidn las células se liberaron en medio fresco con 2% glucosa
y factor a durante 2,5 h. (C) Control del fraccionamiento de cromatina mediante western blot de Pgkl y
H4 de las fracciones cromatinica y soluble. Se muestra la media y SEM de 3 experimentos
independientes, asi como el control de fraccionamiento, fraccidn total y cinética de unidén a la cromatina
de un experimento representativo. La histona H4 y Pgkl se utilizaron como control de carga de la
fraccién cromatinica y de la fraccion total, respectivamente.
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Con objeto de confirmar que la entrada en G1 tanto de MCM2-7 como de Rad51 es
independiente de su interaccion, estudiamos el efecto de la inhibicién de la actividad quinasa
de Cdc7 sobre la acumulacién de MCM2-7 y Rad51 en la cromatina en G1. Para ello, las células
se sincronizaron en G1 y se liberaron en fase S; a los 45 minutos (con la replicacidn casi
completada) el cultivo se dividid en dos y se traté con INMPP1 o DMSO y factor a para
sincronizarlo en la fase G1 del siguiente ciclo. La inhibicién de la actividad quinasa de Cdc7 en
fase S tardia dio lugar a una caida significativa en la cantidad de Mcm4 y de Rad51 presentes
en la fraccion cromatinica (Figura 2.6A y 2.6C). Sin embargo, el andlisis de la proteina total
demostré que esa caida no era especifica de la fraccidon cromatinica (Figura 2.6B y 2.6C), lo que
sugiere que Cdc7 es necesario para mantener la estabilidad de MCM2-7 y Rad51 una vez

finalizada la replicacidn.
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Figura 2.6. La acumulacion de Mcm4-GFP y Rad51 en G1 depende de la actividad quinasa de Cdc7.
Unidn a la cromatina (A) y fraccion total (B) de Mcm4-GFP y Rad51 en G1 mediante ensayos de
fraccionamiento de cromatina y western blot de cultivos de células cdc7-as3 sincronizadas en G1 en
condiciones de inhibicién de la actividad quinasa de Cdc7. Para ello los cultivos fueron sincronizados en
G1 y liberadas en medio fresco; a las 45 min tras la liberacién se anadio factor a y 15 uM NMPP1 o
DMSO durante 1h 45 min. (C) Acumulacion de Mcm4-GFP y Rad51 en la cromatina (izquierda) y en la
fraccién total (derecha). Se muestra la media y SEM de 3 experimentos independientes, asi como el
control de fraccionamiento, fraccidon total y cinética de unién a la cromatina de un experimento
representativo. La histona H4 y Pgkl se utilizaron como control de carga de la fraccién cromatinica y de
la fraccidn total, respectivamente.

2.5 MCM2-7, Rad51 y Rad52 se mantienen en la cromatina en respuesta a daios

replicativos por MMS

La interaccion entre MCM2-7 con Rad51 y Rad52, esenciales para la DDT, nos llevo a analizar la
unién de Mcm4, Rad51 y Rad52 a la cromatina durante el ciclo celular en presencia de dafo
replicativo. Repetimos los experimentos de fraccionamiento de cromatina en células
sincronizadas en G1 y liberadas en presencia de MMS al 0,025% hasta fase G2/M. Bajo estas
condiciones ni Mcm4, ni Rad51, ni Rad52 fueron liberadas de la cromatina durante las fases Sy

G2; de hecho, la cantidad de proteina unida a la cromatina dafiada aumentd a lo largo de las
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cinéticas (Figura 2.7A y 2.7B). La similitud en las cinéticas de unidn a la cromatina en presencia
de dafio sugiere un papel de la helicasa MCM2-7 en respuesta a estrés replicativo que estaria

coordinado con las proteinas Rad51 y Rad52.
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Figura 2.7. MCM2-7 y Rad51 tienen cinéticas de union a la cromatina similares en presencia de MMS.
Unién de Mcm4-GFP y Rad51 (A,B) y Rad52-GFP (C,D) a la cromatina mediante ensayos de
fraccionamiento de cromatina y western blot de cultivos de células silvestres expresando Mcm4-GFP
(A,B) o Rad52-GFP (C,D), sincronizados en G1 y liberados en medio fresco en presencia de MMS al
0,025% hasta G2/M. (B, D) Control del fraccionamiento de cromatina mediante western blot de Pgkl y
H4 de las fracciones cromatinica y soluble, respectivamente. (A) Se muestra la media y SEM de 9
experimentos independientes. La histona H4 se utilizd como control de carga de la fracciéon cromatinica.
(B) El experimento se repitié dos veces con resultados similares. En cada caso se muestra el control del

fraccionamiento y cinética de unién a la cromatina de un experimento representativo.

2.6 Las interacciones entre MCM2-7 y Rad51/Rad52 son necesarias para su unién a la

cromatina en presencia de dafio replicativo

Para determinar si la interaccidn fisica entre MCM2-7, Rad51 y Rad52 es importante para su
mantenimiento en la cromatina en presencia de dafio replicativo repetimos en primer lugar los
fraccionamientos en presencia de 1INMPP1. Para ello se sincronizaron células cdc7-as3 en G1y
se liberaron hasta G2/M en presencia de MMS al 0,025%, afiadiéndose inhibidor o DMSO 35
minutos tras la salida de G1. La inactivacion de la actividad quinasa de Cdc7 redujo

significativamente la union a la cromatina tanto de MCM2-7 como de Rad51 y Rad52 (Figura
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2.8A). Posteriormente, realizamos el mismo analisis en células cdc7-as3 mcm5-bob1, las cuales
mantienen la integridad del complejo en ausencia de Cdc7 (Figura 2.3A). Como se observa en
la Figura 2.8E, mcm5-bob1 suprimio el defecto en la unién a la cromatina dafiada de MCM2-7 y
Rad51 inducido por el inhibidor de Cdc7. Por tanto, el requerimiento de Cdc7 para el
mantenimiento de MCM2-7, Rad51 y Rad52 en la cromatina replicada en presencia de dafo

refleja la necesidad de mantener la integridad del complejo MCM2-7/Rad51/Rad52.
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Figura 2.8. La integridad del complejo MCM2-7/Rad51/Rad52 es necesaria para el mantenimiento de
estos factores en la cromatina replicada en presencia de MMS. Unién de Mcm4-GFP y Rad51 (A,B,E,F) y
Rad52-GFP (C,D) a la cromatina mediante ensayos de fraccionamiento de cromatina y western blot en
cultivos de células cdc7-as3 expresando Mcm4-GFP (A,B,E,F) o Rad52-GFP (C,D) sincronizados en G1 y
liberados en medio fresco en presencia de MMS al 0,025%. A los 35 minutos tras la liberacién las células
fueron tratadas con INMPP1 15 uM o DMSO. (B,D,F) Controles de fraccionamiento de cromatina
mediante western blot de Pgkl y H4 de las fracciones cromatinica y soluble. La progresion a lo largo del
ciclo se siguié mediante citometria de flujo. En cada caso se muestra el control de fraccionamiento y la
cinética de uniéon a la cromatina de un experimento representativo. Los experimentos se repitieron 2
veces con resultados similares.
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La unidn de las proteinas Rad51 y Rad52 a las lesiones inducidas por MMS en el ADN
también puede ser detectada mediante ChEC (Chromatin Endogenous Cleavage) [189]. Esta
técnica se basa en la expresién de quimeras de las proteinas de HR con la MNasa. El dominio
nucleasa de estas quimeras se puede activar con iones Ca?, aunque la concentracién
intracelular de Ca** no es suficiente para activar la MNasa [232]. Por tanto, para ver si una
proteina estd unida al ADN es necesario permeabilizar las células con digitonina, un detergente
gue no afecta a las interacciones proteina-ADN, y tratarlas con CaCl,. La légica de esta
aproximacién es que una proteina de reparacion fusionada a la MNasa generara un corte
detectable en el ADN si se une a una lesiéon que no es un DSB; si la lesidn es un DSB, la
qguimera no aumentard el nimero de moléculas cortadas (Figura 2.9A). Por tanto, podemos

inferir la unidn de una proteina a la cromatina si el ADN se corta tras la exposicidn a Ca** [189].
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Figura 2.9. Cdc7 es necesario para la unién de Rad52 a las lesiones replicativas en el ADN. (A) Esquema
de la aproximacién experimental: en respuesta a Ca2+, Rad52-MN inducird un corte detectable sélo si
estad unida a una lesidn que no es un DSB. (B,C) Analisis mediante ChEC de la unién de Rad52-MN a la
cromatina en cultivos asincrénicos de células silvestres y cdc7-4 tratadas durante 2 horas con MMS al
0.05% (B) o sincronizados en G1 y liberados en medio fresco en presencia o no de MMS al 0,033%
durante 60 min (C). Los experimentos se realizaron a 26°C. Los paneles de izquierda y derecha muestran
los perfiles de contenido de ADN y de digestion de ADN, respectivamente. Los experimentos se
repitieron 3 (B) 6 2 (C) veces con resultados similares.

37



RESULTADOS

Esta aproximacion experimental permitié demostrar la unién de Rad51 y Rad52 a
fragmentos de ssDNA generados tras el encuentro de la horquilla con el ADN alquilado por
MMS, asi como el requerimiento de Rad52 para la unién de Rad51 [189]. La unidn de Rad52 y
posterior reparacién de las lesiones en el ADN inducidas por MMS dependen de replicaciéon
[189]. Dado que Cdc7 es una proteina esencial para la iniciacidon de la replicacion [18, 19],
decidimos utilizar un alelo termosensible de Cdc7 (cdc7-4) a una temperatura semipermisiva
(26°C), a la cual no muestra defectos replicativos significativos (Figura 2.10), pero su actividad
guinasa es reducida como se deduce de los defectos que presenta tanto en la activacién de

Rad53 como en mutagénesis inducida por MMS (Figura 2.11, paneles Ay C).
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Figura 2.10. cdc7-4 no presenta defectos replicativos a temperatura semipermisiva. Andlisis de la
progresidn en el ciclo celular mediante estudios de contenido de ADN por FACS (A) y conteo de células
gemadas (B), donde la aparicion de la gema la entrada en fase S [233]. Los cultivos de células silvestres y
cdc7-4 se sincronizaron en G1 y se liberaron en presencia o ausencia de MMS 0,033%. cdc7-4 mostro
perfiles similares al silvestre en la progresién en fase S tanto en ausencia como en presencia de MMS.
Los experimentos se repitieron dos veces con resultados similares. (C) Tiempo medio de division de
cultivos silvestres y cdc7-4 calculado como el tiempo necesario de un cultivo en fase exponencial para
duplicar su densidad éptica. El mutante mostré un pequefio pero estadisticamente significativo (T-test
no pareado, p<0,005) aumento en el tiempo de generacion respecto a la estirpe silvestre. Se muestra la
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media y SEM de 3 experimentos independientes. (D) Esquema del origen de replicacion ARS305 con las
sondas usadas en (E,F). (E) Analisis mediante geles bidimensionales de los intermediarios replicativos en
el origen ARS305 de cultivos de células silvestres y cdc7-4 sincronizadas en G1 y liberadas durante 30
minutos en presencia de MMS al 0,033%. A la izquierda se muestra el patrén de intermediarios
replicativos esperado tras cortar el origen con las enzimas EcoRV y Hindlll. Para analizar estos
intermediarios se usé la sonda Or (ver esquema en (D)). Como se observa, cdc7-4 presentd un patron de
intermediarios replicativos similar al de la estirpe silvestre. (F) Eficiencia de iniciacidn de la replicacién
del origen ARS305 determinada como la cantidad de ADN en el ARS305 en células silvestres y cdc7-4
sincronizadas en G1 y liberadas en fase S durante 60 min en presencia de HU 200 mM. La cantidad de
ADN se determind por PCR cuantitativa y se normalizé con un fragmento no replicado localizado a 18 kb
del origen (305 +18 kb) mediante la siguiente férmula (60’ ARS305/ 60’ 305+18)/(G1 ARS305/G1
305+18). Se muestra la media y la SEM de 3 experimentos independientes. cdc7-4 mostré una eficiencia
de iniciacién similar a la estirpe silvestre. Todos los experimentos se realizaron a 26°C.
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Figura 2.11. cdc7-4 es defectivo en activacion de Rad53 y mutagénesis inducida por MMS a
temperatura semipermisiva. (A) Andlisis por western blot (arriba) y ensayo quinasa (abajo) de Ila
fosforilacion de Rad53 en cultivos asincrénicos de células silvestres y cdc7-4 en respuesta a HU 200 mM
y MMS 0,05% durante 2 horas. Como control de carga se usé Pgkl. (B) Frecuencia de mutacién de
cultivos asincrénicos de células silvestres y cdc7-4 tratados o no con MMS al 0.05 % durante los tiempos
indicados. Se muestra la media y la SEM de 3 experimentos independientes. Los experimentos se
realizaron a 26°C.

Por tanto, analizamos la unidn de Rad52-MN a la cromatina en mutantes cdc7-4 a
temperatura semipermisiva. Como puede observarse en la Figura 2.9B en la estirpe silvestre, el
tratamiento de las células con MMS aumenté tanto la cinética como la extensidn de la
digestion del ADN por Rad52-MN. El mutante cdc7-4 suprimio parcialmente la unidon de Rad52-
MN al dafio replicativo como se infiere del menor grado de digestion del ADN en comparacion
con la estirpe silvestre. Resultados similares se obtuvieron mediante ChEC de cultivos
sincrénicos liberados en presencia de MMS al 0,033% (Figura 2.9C), lo que descarta la
posibilidad de que el defecto de cdc7-4 en la unién de Rad52-MN a la cromatina sea debido a
diferencias en la fase del ciclo celular. Estos resultados son consistentes con el requerimiento

de actividad quinasa de Cdc7 para el mantenimiento de Rad52 y Rad51 en la cromatina en
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presencia de MMS medido mediante fraccionamiento de cromatina y western blot (Figura
2.8Ay 2.8C).

Con objeto de confirmar que la pérdida de unidn de Rad52-MN a la cromatina dafiada
en cdc7-4 era debido a defectos en la interaccidén entre MCM2-7 y Rad51/Rad52, analizamos
en este mutante estas interacciones mediante coinmunoprecipitacién. Como se observa en la
Figura 2.12 el mutante afect6 significativamente a la interaccion entre Mcm4-GFP con Rad52,
pero no con Rad51, lo que sugiere que estas interacciones estan reguladas por diferentes

dianas de fosforilacion.

B !

Extracto El Rad51

IP: anti-GFP

Figura 2.12. cdc7-4 afecta a la interaccion entre MCM2-7 y Rad52 a temperatura semipermisiva.
Coinmunoprecipitacion de Mcm4-GFP, Rad51 y Rad52 en extractos tratados con MNasa de cultivos
asincronicos de células silvestres y cdc7-4 que expresan Mcm4-GFP. El experimento se realizé a 26°C.
Como control negativo se usé una estirpe Mcm4. El experimento se repitid 4 veces con resultados
similares.

2.7 El efecto de cdc7-4 en la unidon de Rad52 a la cromatina danada no esta asociado

a defectos replicativos

El hecho de que el origen ARS305 se active con la misma eficiencia en células silvestres y cdc7-
4 (Figura 2.10E) nos permitié analizar la unién de Rad52 a la cromatina replicada por horquillas
que iniciaron eficientemente la replicacién desde este origen. Para ello, el ADN de cultivos
asincronicos incubados o no con MMS al 0,05% durante 2 horas se tratd mediante ChEC, se
transfirid a una membrana vy se hibridé con sondas especificas del ADN replicado desde el
ARS305. Como se observa en la Figura 2.13, cdc7-4 suprimié parcialmente la unién de Rad52-
MN a las lesiones replicadas a partir de este origen. Este dato, junto con la ausencia de

problemas replicativos globales (Figura 2.10), demuestra que la reduccion en la unién de
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Rad52 a la cromatina en respuesta a MMS no estd asociado a defectos en la replicacion de

cdc7-4 a 26°C.
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Figura 2.13. El defecto de cdc7-4 en la union de Rad52 a los daiios inducidos por MMS no esta
asociado con problemas replicativos. (A) Esquema de la regidn replicada desde el origen ARS305 hasta
el telémero, donde se muestran las sondas usadas. (B) Analisis mediante ChEC de la unién de Rad52-MN
al ADN replicado desde el ARS305 de cultivos asincronicos de células silvestres y cdc7-4 tratados o no
con MMS al 0,05% durante 2 horas a 26°C. El ADN total (panel superior) se transfirié a una membrana y
se hibrido con las sondas Or (panel central) y A (panel inferior).

2.8 El papel de Cdc7 en HR es independiente de sus funciones en el checkpoint y en

TLS

Nos preguntamos si el defecto en la unién de Rad52 al ADN alquilado estaba asociado a los
problemas que cdc7-4 presentaba en la activacién del checkpoint y/o en TLS a temperatura
semipermisiva (Figura 2.11). En contra de esta posibilidad, observamos mediante ChEC que la
ausencia de Mecl, esencial para la activaciéon de Rad53, no afectd a la unién de Rad52-MN al
dafio replicativo (Figura 2.14A). De igual manera, el analisis mediante ChEC de un mutante
completamente defectivo en TLS (rev1A rev3A rad304) no mostrd ninguin defecto en la unidn
de Rad52-MN a la cromatina dafiada (Figura 2.14B). En conjunto, nuestros datos sugieren que
el defecto de cdc7-4 en la unién de Rad52 al dafo replicativo es independiente de los defectos

del mutante en checkpoint y TLS.
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Figura 2.14. El papel de Cdc7 en la unién de Rad52 al dafo replicativo es independiente de sus
funciones en checkpoint y TLS. (A, B) Analisis mediante ChEC de la unidon de Rad52-MN a la cromatina
en cultivos asincrénicos de células sm/1A, smi1A meclA (A), silvestres y reviA rev3A rad30A (B) tratados
o no con MMS al 0,05% durante 2 horas. Los paneles de izquierda y derecha muestran los perfiles de
contenido de ADN y de digestion de ADN, respectivamente. Los experimentos se repitieron 2 veces con
resultados similares.

2.9 La fosforilacion de las serinas 164 y 170 de Mcm2 mediada por Cdc7 es necesaria

para la union de Rad52 a las lesiones replicativas en el ADN

Los resultados obtenidos muestran que la actividad quinasa de Cdc7 es necesaria para la
integridad del complejo MCM2-7/Rad51/Rad52 y su estabilizacion en el dafio replicativo.
Recientemente, se ha descrito que la fosforilacion por Cdc7 de Mcm?2 en las serinas 164 y 170,
aunque esenciales para la viabilidad de la célula [21, 29], pueden ser prescindibles tanto en
presencia de la mutacion mem5-bob1 como de otro supresor que aun no ha sido caracterizado
[28, 29]. En este ultimo fondo genético el mutante no fosforilable (mcm2,,) es ligeramente
sensible a MMS [29]. En primer lugar confirmamos que este alelo fosfomutante no afectaba a
la tasa de mutagénesis inducida por MMS (Figura 2.15), lo que sugiere que el mecanismo por
el cual Mcm2-5164,170-P promueve la resistencia a MMS no esta relacionado con el papel de

Cdc7 en TLS.
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B mem2aa

Frecuencia de mutacion x10°
o - mwe so o e
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Figura 2.15. mcm2,, no afecta a la frecuencia de mutagénesis inducida por MMS. Frecuencia de
mutacién de cultivos asincrénicos de células silvestres y mcm2,, tratados o no con MMS al 0.05%
durante 4 horas.

42



RESULTADOS

Por tanto, decidimos valorar la posibilidad de que la sensibilidad a MMS de mcm2,,
fuera consecuencia de un defecto en la unién de Rad52 a la cromatina en presencia de dafo. El
analisis mediante ChEC mostré que la estirpe mcm2,, suprime parcialmente la union de
Rad52-MN a las lesiones replicativas inducidas por MMS (Figura 2.16A). Por el contrario, un
mutante que mimetiza la fosforilacion de Mcm2 de forma constitutiva (mcm2g) mostré un
perfil similar al de la estirpe silvestre. Estos datos sugieren que el papel de Cdc7 en la unidn de
Rad52 en el dafio replicativo estd mediado por la fosforilacion de Mcm2-S164,170. Para
demostrarlo, analizamos el efecto de mecm2,: sobre la unién de Rad52-MN al ADN en la estirpe
cdc7-4 a temperatura semipermisiva. El mutante fosfomimético mem2¢: suprimid parcialmente
el defecto de union de Rad52 a los dafios replicativos inducido por cdc7-4 a temperatura
semipermisiva (Figura 2.16B), indicando que Cdc7 promueve unién de Rad52 a las lesiones
replicativas en el ADN al menos en parte mediante la fosforilacién de la subunidad Mcm2 de la

helicasa MCM2-7 en las serinas 164 y 170.
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Figura 2.16. La fosforilacion de las serinas 164 y 170 de Mcm2 por Cdc7 es necesaria para la union de
Rad52 en el dafio replicativo. (A) Analisis mediante ChEC de la unidn de Rad52-MN a la cromatina en
cultivos asincrénicos de células silvestres, fosfomutantes (mcm2,,) o fosfomiméticos (mecm2,) de Mcm?2
tratadas o no con MMS 0,05% durante 2 horas. (B) Analisis mediante ChEC de la union de Rad52-MN a
la cromatina en cultivos asincrénicos de células cdc7-4 y cdc7-4 mecm2g: en presencia de MMS al 0.05%
durante 2 horas a 26°C. Los paneles de izquierda y derecha muestran los perfiles de contenido celular de
ADN vy de digestién de ADN por Rad52-MN, respectivamente. Los experimentos se repitieron 3 veces
con resultados similares.
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2.10 Cdc7 no regula la unidn de Rad52 a la horquilla replicativa

La unidn de Rad52 a la horquilla de replicaciéon es independiente de dafo [149, 189], y es
necesaria para la progresién de la horquilla de replicacién en presencia de MMS [189]. La
unién de Rad52 a la horquilla puede ser detectada mediante el analisis de intermediarios
replicativos por geles bidimensionales de células tratadas por ChEC (2D/ChEC). La unién y corte
de la horquilla replicativa por Rad52-MN causa una reduccién en la cantidad de burbujas
al ser convertidas en moléculas con forma de Y pequefia (Figura 2.17A) [189]. El analisis del
fragmento que contiene el origen de replicacion temprano ARS305 mediante 2D/ChEC mostré
un patrén similar de intermediarios replicativos en respuesta a Ca®* en las estirpes cdc7-4 y
silvestre a 26°C (Figura 2.17B), lo que sugiere que Cdc7 no es necesario para la unién de Rad52

a la horquilla.
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Figura 2.17. Cdc7 no regula la uniéon de Rad52-MN a la horquilla replicativa. (A) Esquema del perfil de
migraciéon de los diferentes intermediarios replicativos mediante geles bidimensionales (arriba).
Esquema de la molécula Y corta esperada tras el corte de una burbuja replicativa por Rad52-MN (abajo).
(B) Analisis mediante 2D/ChEC de células silvestres y cdc-4 sincronizadas en G1 y liberadas en medio
fresco durante 30 min a 26°C. El ADN extraido se digirié con EcoRV y Hindlll y se analizé en geles
bidimensionales. En la grafica se muestra el porcentaje de intermediarios replicativos. El experimento se
repitié 2 veces con resultados similares.

2.11 Cdc7 es necesario para la formacion de SCJs inducidas por MMS

La reparacidn recombinogénica de lesiones inducidas por MMS estd asociada con la formacion
de uniones entre cromatidas hermanas (SCJs) que pueden ser detectadas en el arco de
estructuras con forma de X en geles bidimensionales (Figura 2.18, izquierda) en células
deficientes en el complejo Sgs1/Top3/Rmil necesario para “disolverlas” [210]. Dado que la
formacién de estas estructuras depende de Rad52 y Rad51 [210], analizamos mediante geles

bidimensionales la formacién de SCJs en cultivos de mutantes sgslA y sgslA cdc7-4
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sincronizados en G1 y liberados en presencia de MMS al 0,033% a temperatura semipermisiva.
cdc7-4 dio lugar a una reduccidn significativa en la acumulacion de SCJs (Figura 2.18, derecha),
lo que sugiere que Cdc7 contribuye a la formacion de SCJs a través de su papel en la uniéon de

Rad52 y Rad51 en los dafios replicativos.
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Figura 2.18. Cdc7 es necesario para la formacion de SCJs inducidas por MMS. Anilisis de estructuras
en forma de X mediante geles bidimensionales de cultivos de células sgs14 y cdc7-4 sgs1A sincronizados
en G1y liberados en medio fresco en presencia de MMS al 0,033% a 26°C. A la izquierda se muestra un
esquema de la posicion relativa de las estructuras en X. La progresién del ciclo celular se siguié mediante
citometria de flujo. Se muestra la media y la SEM de 5 experimentos independientes. El asterisco indica
una diferencia estadisticamente significativa seguin un T- test pareado (p< 0.02).

Debido a que el defecto de cdc7-4 en la unién de Rad52 estd mediado por la
fosforilacién de Mcm2 en las serinas 164 y 170 nos preguntamos si el mutante mcm2,,
compartia los defectos cdc7-4 en la formaciéon de SCls. El andlisis de los intermediarios
replicativos mediantes geles bidimensionales de células sgs14 y sgs1A mcm2,,, no mostrd

defectos del mutante en la formacidn de SCls en estas condiciones (Figura 2.19).
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Figura 2.19. mcm2,, no afecta a la formacion de SCJs inducidas por MMS. Anilisis de estructuras en
forma de X mediante geles bidimensionales de cultivos de células sgs1A y sgs1A mcm2,, sincronizados
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en G1 y liberados en medio fresco en presencia de MMS al 0,033%. La progresion del ciclo celular se
siguié mediante citometria de flujo. Se muestra la media y la SEM de tres experimentos independientes.
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2.12 Cdc7 es necesario para la reparacion recombinacional inducida por MMS

La reparacién mediante HR de DSBs esta asociada a centros de reparacién que pueden ser
detectados con proteinas de recombinacion fusionadas con proteinas fluorescentes [234-236].
De manera similar, la reparaciéon de los huecos de ssDNA generados por MMS ocurre en
centros de reparacion detectables por microscopia de fluorescencia [234]. De hecho, la unién
de Rad51 a las lesiones replicativas puede ser detectada durante la fase S en células que
expresan Rad51-YFP por la acumulacién de multiples focos pequefios y tenues, que dan lugar a
1 6 2 focos brillantes de reparacion cuando la replicacién ha terminado [189]. Dado que cdc7-4
afecta a la unién de Rad52 a los dafios durante la fase S, decidimos analizar si estaba afectado
en la formacién de focos. La unién de Rad52 al dafio replicativo en cdc7-4 fue suficiente para
formar focos de Rad52 y Rad51, tanto replicativos como reparacionales (Figura 2.20A y 2.20B;

datos no mostrados).
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cde7-4
cdc7-4 (+ CDC7)

Figura 2.20. cdc7-4 es defectivo en la reparacion recombinacional de las lesiones replicativas. (A)
Cinética de acumulacién de focos de Rad52-YFP de cultivos de células silvestres y cdc7-4 a 26°C
mediante microscopia de fluorescencia. Los cultivos se sincronizaron en G1 y liberaron en presencia o

ausencia de MMS al 0.033% durante 60 min, tras los cuales el MMS se inactivé y los cultivos se volvieron
a liberar en medio fresco. (B) Cinética de acumulacion de focos de Rpal-YFP en células silvestres y cdc7-
4. Se llevd a cabo en las mismas condiciones de (A). Las graficas muestran la media y la SEM de 3
experimentos independientes. Los asteriscos muestran una diferencia estadisticamente significativa
segun un T-test pareado (p<0.005). En el interior de las gréficas se muestra el porcentaje de reparacion
después de 7 horas tras liberar de MMS. La progresion a lo largo del ciclo celular se siguié mediante
citometria de flujo. En rojo se sefiala el retraso en la salida de mitosis que sufren los mutantes cdc7-4.
(C) Tamafio de las colonias de células silvestres y cdc-4 transformadas con pRS416 6 pRS416CDC7 tras la
exposicion a MMS al 0,05% durante 24 h.
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Nos preguntamos, por tanto, si esos centros eran competentes en reparacion
recombinacional. Para ello, las células se sincronizaron en G1 y se liberaron en medio fresco en
presencia o ausencia de MMS al 0,033% durante 1 hora; a continuacion el MMS se inactivd y
las células se liberaron en medio fresco durante distintos tiempos para seguir la acumulaciény
posterior desaparicion de los focos de Rad52-YFP como un marcador del proceso de
reparacion. A las 2 horas tras la inactivacidon del MMS y coincidiendo con la finalizacién de la
replicacion se alcanzé el pico maximo de células con focos de Rad52 (55-60%). Mientras que el
porcentaje de células con focos descendié en la estirpe silvestre en torno al 8% en 3 horas, el
porcentaje no bajé del 20% tras 5 horas en la estirpe cdc7-4 (Figura 2.20A), lo que sugiere que
Cdc7 es necesario para la reparacién por recombinacidn homéloga de las lesiones replicativas
inducidas por MMS.

Para confirmar que la actividad quinasa de Cdc7 es necesaria para la reparacion
recombinacional de las lesiones replicativas en el ADN repetimos las cinéticas de acumulacion
de focos de Rad52-YFP en el mutante cdc7-as3. Para ello, las células se sincronizaron en G1y
se liberaron en presencia de MMS al 0,033% durante 60 minutos, tras los cuales el MMS fue
inactivado y las células liberadas en medio fresco. Como en experimentos anteriores, el
inhibidor de Cdc7 se afiadid a los 35 minutos tras la liberacién de G1 para que se iniciara la
replicacién. Ademads, se afiadid en este punto factor a, con el objetivo de prevenir la entrada
de las células en un nuevo ciclo, ya que defectos en la iniciacion de la replicacién por ausencia
de actividad DDK dan lugar a focos de Rad52 [221]. En estas condiciones la inactivacion de
Cdc7 no dio lugar a un incremento significativo de células con focos de Rad52 en ausencia de
dafio (Figura 2.21A). En presencia de MMS, la inactivacion de Cdc7 retrasé ligeramente la
progresion de la fase S, como podemos observar en el andlisis del contenido de ADN por
citometria de flujo, y en consecuencia el pico de acumulacién de focos de Rad52-YFP (Figura
2.21B). Al igual que con cdc7-4, la inactivacion de la actividad quinasa de Cdc7 redujo
significativamente la tasa de reparacion.

Posteriormente decidimos analizar si la funciéon de Cdc7 en HR era necesaria mas alla
de la fase S, ya que aunque Rad52 se une a los huecos de ssDNA durante esta fase, los centros
de reparacion de recombinacién homéloga no se forman hasta que las células finalizan la
replicacion [189]. Para ello, los experimentos se llevaron a cabo sincronizando las células en G1
y liberdndolas en presencia de MMS al 0,033% durante 60 minutos. A diferencia del
experimento anterior, el inhibidor de Cdc7 no se afiadid hasta 60 minutos después de la
inactivacién del MMS cuando la mayor parte de las células han completado la replicacion

(Figura 2.21). Aunque algo inferior, la inactivacién de Cdc7 en G2/M también redujo la tasa de
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reparacion (Figura 2.21C), lo cual sugiere que Cdc7 tiene un papel postreplicativo durante la

reparacion recombinacional de los dafios inducidos por MMS.
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Figura 2.21. La actividad quinasa de Cdc7 es necesaria para la recombinacion homadloga inducida por
MMS durante la fase S y G2/M. Cinética de acumulacion de focos de Rad52-YFP en células cdc7as3
transformadas con el plasmido pWJ1344 (RAD52-YFP) mediante microscopia de fluorescencia. Los
cultivos se sincronizaron en G1 y liberaron en ausencia de dafio (A) o en presencia de MMS al 0,0033%
(B, C) durante una hora tras la cual el MMS fue inactivado y los cultivos se volvieron a liberar en medio
fresco. A los 35 minutos (A, B) o a los 120 min (C), tras la liberacion el cultivo se dividié en dos, y se
trataron con 1INMPP1 a 15 uM o DMSO. El inhibidor (o DMSO) se reafiadié cada 2 horas. De igual
manera los cultivos se trataron tras la liberacion del MMS con factor a cada 2 horas para evitar la
iniciacidn de la replicacién en el siguiente ciclo. En el interior de las graficas se muestra el porcentaje de
reparacién después de 7 horas tras liberar de MMS. La progresion a lo largo del ciclo se siguié mediante
citometria de flujo. Las graficas muestran la media y la SEM de 3 experimentos independientes. El
asterisco muestra una diferencia estadisticamente significativa segin un T-test pareado (p<0.02).

Los tramos de ssDNA generados durante el proceso de DDT son recubiertos por el
complejo RPA (formado por Rpal-Rpa2-Rpa3). Al igual que Rad52-YFP, Rpal-YFP es una
quimera funcional que puede ser detectada tanto en focos de replicacion como de reparacion

[234]. En ausencia de HR los fragmentos de ssDNA son reclutados a los centros de reparaciéon
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pero no son reparados [189]. Por tanto, cdc7-4 deberia acumular focos de RPA como
consecuencia de sus defectos en HR. La cinética se llevd a cabo en las mismas condiciones que
el experimento anterior (Figura 2.20A), pero utilizando en este caso estirpes con la quimera
Rpal-YFP. Como se observa en la cinética de reparacion (Figura 2.20B) se pasé de un ~80% de
células con focos de RPA a las 2 horas tras la inactivacion del MMS un ~45% en cdc7-4 frente
al ~15% en la estirpe silvestre 5 horas después. En conclusion, nuestros resultados sugieren
gue Cdc7 es necesario para el relleno por recombinacion homdloga de los huecos de ssDNA
dejados atrds de la horquilla replicativa durante la DDT. Consistente con esta funcién, el
analisis del ciclo celular por citometria de flujo mostré una parada en G2/M, vy el consiguiente
retraso en la progresién al siguiente ciclo en el mutante cdc7-4 (Figura 2.20). Este retraso se
observa claramente en el tamafio de las colonias tras 24 horas de crecimiento en placa tras
una exposicion de 8 horas en medio liquido con 0,05% de MMS (Figura 2.20C).

Posteriormente, nos preguntamos si el mutante mecm2,, compartia estos defectos en
reparacion recombinacional inducida por MMS. Para ello se repitid la cinética de acumulacién
de focos de Rad52-YFP en las mismas condiciones de la Figura 2.20. Como se observa en la

Figura 2.22, la cinética de reparacién fue similar en las estirpes silvestre y mcm2,,.
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Figura 2.22. mcm2,, no es defectivo en reparacion recombinacional inducida por MMS. Cinética de
acumulacion de focos de Rad52-YFP de cultivos de células silvestres y mecm2,, transformados con el
plasmido pWJ1344 (RAD52-YFP), sincronizados en G1 y liberados en presencia de MMS al 0.033%
durante 60 min, tras los cuales el MMS se inactivd y los cultivos se volvieron a liberar en medio fresco.

Los mutantes rad52A son muy sensibles a MMS como consecuencia de la pérdida de

las rutas de reparacién recombinacional. Sin embargo, cdc7-4 es apenas sensible a MMS a
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temperatura semipermisiva (Figura 2.23A), lo que sugiere que el defecto que presenta en la
unién de Rad52 no es suficiente para generar problemas de viabilidad en presencia de dafio
replicativo. De acuerdo con este argumento, cdc7-4 tampoco mostré defectos de

recombinacion homdloga inducida por MMS a temperatura semipermisiva (Figura 2.23B).
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Figura 2.23. cdc7-4 es resistente a MMS y proficiente en recombinacién genética. (A) Viabilidad de
células silvestres y cdc7-4 en respuesta a MMS. Se presenta el porcentaje de células capaces de formar
colonias tras la exposicion a MMS al 0,05% respecto a las células totales previas a la exposicidn con
MMS. (B) Frecuencia de recombinacién entre repeticiones invertidas de células silvestres y cdc7-4
transformadas con el plasmido pRS316-SU. (A,B) Se muestra la media y la SEM de 3 experimentos
independientes. Los experimentos se realizaron a 26°C.
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3. RESULTADOS: PARTE 2
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3.1 Asfl es necesario para la union de Rad52 al daio replicativo

La progresion de la horquilla replicativa requiere una estrecha coordinacion entre los procesos
de sintesis de ADN y de deposicidén de histonas. La chaperona de histonas Asfl juega un papel
clave en este proceso mediante su interaccion con la helicasa MCM2-7. Ademas Asfl
promueve la acetilacién por Rtt109 de la lisina 56 de la histona H3 (H3K56ac), siendo esta
modificacién esencial para la respuesta recombinacional a dafios replicativos pero no de DSBs
[233, 237]. Decidimos por tanto analizar el papel de Asfl en la unién de Rad52 a los dafios
replicativos. El andlisis mediante ChEC de cultivos asincrénicos tratados o no con MMS durante
2 horas mostré que Asfl es necesario para la unién de Rad52 en los dafios (Figura 3.1A).
Debido a que asflIA se acumula en metafase como consecuencia de la activacién del
checkpoint de fase S [92], decidimos analizar si el defecto en la unién de Rad52 era debido a
diferencias de ciclo. Para ello se analizé la unién de Rad52 a la cromatina mediante ChEC en
cultivos sincronizados en G1 y liberados en presencia o ausencia de MMS al 0,033% durante
60 minutos (Figura 3.1B). La pérdida de unién de Rad52 a los dafios replicativos en el mutante

asf1A se mantuvo en cultivos con el mismo perfil de ciclo celular.
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Figura 3.1 Asfl es necesaria para la unién de Rad52 a los dafios replicativos. Andlisis mediante ChEC de
la union de Rad52-MN a la cromatina de cultivos asincrénicos de células silvestres y asf1A tratados o no
durante 2 horas con MMS al 0,05% (A) o sincronizados en G1 y liberados en medio fresco en presencia o
no de MMS al 0,033% durante 60 min (B). Los paneles de izquierda y derecha muestran los perfiles de
contenido de ADN y de digestién de ADN, respectivamente. Los experimentos se repitieron 3 (A) y 2 (B)
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veces con resultados similares.
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Como se comentd en el apartado 2.10, la formacion de SCJs depende de Rad51 vy
Rad52, por lo que decidimos analizar si asfl1A afectaba a la formacion de estas estructuras.
Para ello, cultivos de células sgs1A y sgs1A asflA se sincronizaron en G1 y se liberaron en
presencia de MMS 0,033%. Como se observa en la Figura 3.2, asf1A redujo la formacion de
SCJs, lo que sugiere que Asfl contribuye a la formacién de estas estructuras a través de su

papel en la unién de Rad52 a los dainos replicativos.
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Figura 3.2. Asfl es necesaria para la formacion de SCJs inducidas por MMS. Andlisis de estructuras en
forma de X mediante geles bidimensionales de cultivos sgs1A y sgslA asflA sincronizados en G1 y
liberados en medio fresco en presencia de MMS al 0,033%. La progresidon del ciclo celular se siguié
mediante citometria de flujo. Se muestra la media y la SEM de 3 experimentos independientes.

3.2. El papel de Asfl en la unién de Rad52 al dafio replicativo es independiente de su

funcidn en la deposicion de histonas de nueva sintesis

A continuacién nos preguntamos si el papel de Asfl en la unidon de Rad52 en el dafio
replicativo estaba relacionado con su papel en el ensamblaje de la cromatina de histonas de
nueva sintesis. Durante este proceso, la acetilacion de H3K56 aumenta la afinidad de H3 por
los factores de ensamble CAF1 y Rtt106, los cuales depositan la histona en la horquilla
mediante rutas solapantes. Con el objetivo de establecer si esta ruta juega un papel en la
unidn de Rad52 en el dafio replicativo analizamos el mutante cac1A rtt106A. En la Figura 3.3 se
muestra el andlisis mediante ChEC de cultivos asincrdnicos de células silvestres y cac1A rtt106A
tratadas o no durante 2 horas con MMS. La ausencia de CAF1 y Rtt106 no afectd a la unidn de
Rad52 a los dafios replicativos. Por el contrario, aumenté el grado de digestién del ADN en
ausencia de dafio, lo que sugiere que un correcto ensamblaje de la cromatina es necesario
para evitar una unidn no programada de las proteinas de recombinacién a la cromatina
replicada en ausencia de estrés replicativo. Por tanto, el papel de Asfl en la unién de Rad52 a

la cromatina dafiada es independiente de su funcion en el ensamblaje de la cromatina, lo cual
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es consistente con resultados previos que sugieren que Asfl promueve la tolerancia a dafo
replicativo mediante una funcién que es independiente de su papel en la ruta de ensamblaje

mediado por CAF1y Rtt106 [233].
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Figura 3.3. CAF1 y Rtt106 afectan a la union de Rad52 a la cromatina en ausencia de dafios. Analisis
mediante ChEC de la unién de Rad52-MN a la cromatina de cultivos asincrénicos de células silvestres y
caclA rtt106A tratados o no durante 2 horas con MMS al 0,05%. Los paneles de izquierda y derecha
muestran los perfiles de contenido de ADN y de digestidn de ADN, respectivamente. El experimento se
repitié 3 veces con resultados similares.

3.3 La union de Rad52 al dafio replicativo es independiente de la ruta de DDT

mediada por acetilacion de H3K56 y Rtt101

Durante la replicacién, la histona H3 sintetizada de novo es acetiliada en la lisina 56 por Asfly
Rtt109 e incorporada durante fase S. En condiciones normales esta modificacién es eliminada
en G2. En respuesta a dafios durante la replicacion esta modificacidn es mantenida mediante
un mecanismo dependiente de checkpoint de fase S que promueve la degradacién de las
deacetilasas Hst3/Hst4 [85, 238, 239]. La ruta recombinacional en la que participa H3K56ac
requiere el reclutamiento a la cromatina del complejo ubiquitina-ligasa Rtt101/Mms1 [237,
240]. Se ha propuesto que en presencia de estrés replicativo, H3K56ac desacopla la helicasa
replicativa de las polimerasas replicativas mediante un proceso en el que participa Mrcl y un
factor aun no identificado que seria ubiquitinado por Rtt101 [241, 242]. Por todo ello,
decidimos analizar si el defecto en la unidon de Rad52 en el dafio replicativo en asfIA era
debido a la ausencia de acetilacion de H3K56 y/o a defectos en el reclutamiento de Rtt101. El
analisis mediante ChEC de cultivos asincrénicos tratados o no con MMS durante 2 horas no
mostré diferencias en la unién de Rad52-MN a la cromatina en los mutantes defectivos en
acetilacidon de H3K56 rtt109A y H3K56R, donde la lisina 56 ha sido sustituida por el residuo no

acetilable arginina (Figura 3.4Ay 3.4B).
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Figura 3.4. La acetilacion de H3K56 no regula la union de Rad52 al daiio replicativo. Analisis mediante
ChEC de la unién de Rad52-MN a la cromatina de cultivos asincrdnicos de células silvestres, rtt1094 (A) y
H3K56R (B) tratados o no durante 2 horas con MMS al 0,05%. Los paneles de izquierda y derecha
muestran los perfiles de contenido de ADN y de digestidon de ADN, respectivamente. Los experimentos
se repitieron 2 veces con resultados similares.

De igual manera, rtt101A tampoco afecté a la unién de Rad52-MN a los dafios
replicativos (Figura 3.5). En conjunto, estos resultados sugieren que el papel de Asfl en la
unién de Rad52 en el dafio replicativo es independiente tanto de la ruta de deposicién de
histonas de nueva sintesis como de las modificaciones del replisoma mediadas por H3K56ac en

respuesta a dano.
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Figura 3.5. La ruta mediada por Rtt101 no es necesaria para la unién de Rad52 al dafio replicativo.
Analisis mediante ChEC de la unién de Rad52-MN a la cromatina en cultivos de células silvestres y
rtt101A tratados o no durante 2 horas con MMS al 0,05%. Los paneles de izquierda y derecha muestran
los perfiles de contenido de ADN y de digestion de ADN, respectivamente. El experimento se repitid 2
veces con resultados similares.
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3.4 Papel del reciclaje de histonas parentales en la unién de Rad52 al daiio

replicativo

Asfl interacciona con la helicasa MCM2-7 a través del tetramero H3/H4 durante la fase S [66,
74], y esta interaccién es esencial para el reciclaje de las histonas parentales en las nuevas
hebras de ADN [243]. Por ello, decidimos estudiar el papel de la interaccién de Asfl con las
histonas en respuesta a estrés replicativo usando el alelo asfIV94R, cuya mutaciéon puntual
impide la interaccion entre Asfl y H3/H4 [77]. El anélisis mediante ChEC de cultivos
asincroénicos de células silvestres y mutantes tratados o no con MMS durante 2 horas mostré
que la interaccion de Asfl con H3/H4 no es necesaria para la funcidn de Asfl en la uniéon de
Rad52 en el dafo replicativo (Figura 3.6). En conclusion, el defecto de Asfl en la unién de
Rad52 en el dafio replicativo es independiente de su interaccién con las histonas y por tanto

con la helicasa MCM2-7.
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Figura 3.6. La interaccion de Asfl con las histonas no es necesaria para la regulacion de la unién de
Rad52 al daiio replicativo. Analisis mediante ChEC de la unién de Rad52-MN a la cromatina en cultivos
asincronicos de células silvestres y asf1V94R tratados o no durante 2 horas con MMS al 0,05%. Los
paneles de izquierda y derecha muestran los perfiles de contenido de ADN y de digestion de ADN,
respectivamente. El experimento se repitié 2 veces con resultados similares.

3.5 Rad53 y Asfl regulan la uniéon de Rad52 al daio replicativo mediante

mecanismos independientes

Asfl y Rad53 forman un complejo dindmico que se disocia en respuesta a HU pero no a MMS
[244, 245]. Rad53 compite con el heterodimero H3/H4 (y con otras chaperonas como
HirA/CAF1) por la union a Asfl, ya que la interaccién de Rad53 con Asfl involucra a los
residuos de Asfl implicados en su interaccion con H3/H4. Para determinar si la union de Rad52
al dafio replicativo estd regulada por la formacién del complejo Asf1/Rad53, decidimos en
primer lugar analizar el mutante sm/1A rad53A. En la Figura 3.7A se muestra el analisis de

unién de Rad52 a dafios replicativos de cultivos asincrénicos de sm/1A 'y sml1A rad53A tratados
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o no con MMS al 0,05% durante 2 horas. sm/1A rad534A suprimié parcialmente la unién de
Rad52 al dafio replicativo (Figura 3.7A). Es importante sefialar que esta funcidon de Rad53 en la
unién de Rad52 al dafio replicativo es independiente de su papel en el checkpoint ya que
meclA no afecta a la unién de Rad52 (Figura 2.12B).

Con objeto de determinar si esta funcién de Rad53 esta mediada esta mediada por el
complejo que forma con Asfl, utilizamos el alelo rad53ALRR, defectivo en la interaccién entre
Asfl y Rad53 [246]. El analisis mediante ChEC de la unién de Rad52-MN a la cromatina dafiada
en este mutante no dio lugar a diferencias respecto a la estirpe silvestre (Figura 3.7B), lo que
sugiere que el papel de Rad53 no estd mediado por su interaccién con Asfl. De acuerdo con
este dato, el triple mutante sm/1A asflA rad53A suprimid la unién de Rad52 al dafo

replicativo en mayor medida que los mutantes asf14 y sml/1A rad53A (Figura 3.7C).
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Figura 3.7. Rad53 regula la uniéon de Rad52 al dafio replicativo de manera independiente a Asfl.
Analisis mediante ChEC de la unién de Rad52-MN en la cromatina en cultivos asincrénicos de células
sml14, sml1A rad53A (A), silvestres, rad53ALLR (B), sml1A, sml1A rad53A y sml1A rad53A asflA (C)
tratados o no durante 2 horas con MMS al 0,05%. Los paneles de izquierda y derecha muestran los
perfiles de contenido de ADN y de digestion de ADN, respectivamente. Los experimentos se repitieron 2

veces con resultados similares.
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En este trabajo hemos demostrado que las proteinas de recombinacién Rad51 y Rad52
interaccionan fisicamente con la helicasa MCM2-7. Ademas, Rad51, Rad52 y MCM2-7
muestran cinéticas de unidn a la cromatina similares durante el ciclo celular: se acumulan en
G1, se liberan de la cromatina conforme la fase S progresa, y en presencia de dafio se
mantienen durante S/G2. La actividad quinasa de Cdc7 es necesaria para la integridad del
complejo, y éste, a su vez, para la carga de Rad51, Rad52 y MCM2-7 a las lesiones de ssDNA.
En consecuencia, células defectivas en actividad DDK presentan defectos en la reparacidn
recombinacional del daifo en el ADN inducido por MMS. Estos resultados sefialan a MCM2-7
como una plataforma molecular mediante la cual Cdc7 promueve la unién a las lesiones de
ssDNA de las proteinas Rad51 y Rad52 pre-cargadas en la cromatina en G1. Esta estrategia
facilitaria la reparacioén libre de errores como primera opcidn frente a otras vias mutagénicas.
Aunque desconocemos aun el mecanismo mediante el cual MCM2-7/Rad51/Rad52 se une a
los dafios replicativos, el seguimiento de la unién de Rad52 sugiere que es un proceso regulado
tanto por Asfl, mediante una funcién independiente de su capacidad de unirse a histonas,
como por Rad53, mediante una funcién independiente de su papel en el checkpoint y del

complejo que forma con Asf1.

4.1 Rad51 y Rad52 muestran cinéticas de unién a la cromatina similares a las de la

helicasa MCM2-7

Hemos demostrado que Rad51 y Rad52, al igual que MCM2-7, se acumulan en la cromatina en
G1 y en ausencia de dafio son liberados de ésta conforme la replicacion avanza. Es probable
que la liberacién de estos factores esté coordinada gracias a la integridad del complejo MCM2-
7/Rad51/Rad52, cuya formacidon depende de la actividad quinasa de Cdc7 (Figura 2.3).
Nuestros datos sugieren que Rad51 y Rad52 se cargan en la cromatina durante el final de
mitosis, durante G1, o durante ambas fases al igual que MCM2-7, pero en cualquier caso por
una via independiente a MCM2-7 (Figura 2.5), lo cual es consistente con la ausencia de
actividad quinasa de Cdc7 en mitosis tardia/G1.

La inhibicién de la actividad quinasa de Cdc7 en fase S tardia/G2 da lugar a una
reduccion significativa en la fase G1 del siguiente ciclo de los niveles de proteina total y unida a
la cromatina tanto de Mcm4 como de Rad51 (Figura 2.6). La degradacion de estas proteinas en
ausencia de actividad quinasa de Cdc7 sugiere que Cdc7 es necesario 1) para su unidn a la
cromatina, degraddndose si no se unen, 6 2) para su estabilidad si no estan unidos a la
cromatina. A favor de la primera posibilidad se ha observado que Cdc7 es necesario para la

carga de MCM2-7 en células humanas [247]. A favor de la segunda, hemos observado que

61



DISCUSION

MCM2-7 es degradado si no se incorpora a la cromatina en ausencia de actividad Cdc6 (Figura
2.5). En cualquier caso, y dado que en S tardia/G2 tanto MCM2-7 como Rad51 ya se han
liberado de la cromatina, este resultado sugiere que Cdc7 es necesario para mantener la

estabilidad de Rad51 y de los complejos MCM2-7 que no estan unidos a la cromatina.

4.2 La actividad quinasa de Cdc7 promueve la interaccion de Rad51 y Rad52 con los

complejos helicasa MCM2-7 que no estan en la horquilla

Previamente se habian descrito interacciones fisicas entre las proteinas de recombinacion
Rad51 y Rad52 con MCM2-7 tanto en S. pombe en respuesta a HU como en células humanas
en ausencia y presencia de dafos en el ADN [222, 223]. Nosotros hemos demostrado que estas
interacciones también existen en S. cerevisiae, donde se dan tanto en ausencia de dafio como
en presencia de estrés replicativo. Ademds, hemos observado que estas interacciones
requieren la actividad quinasa de Cdc7, y que este requerimiento es suprimido por mcmb5-
bob1. Esta mutacion causa un cambio conformacional en la helicasa MCM2-7 que rescata la
letalidad del mutante cdc7A al mimetizar el efecto de la fosforilacion de MCM2-7 por Cdc7
[31]. El hecho de que la pérdida de la interaccién de Rad51 con MCM2-7 por inhibicidn de Cdc7
la hayamos observado en células que han activado los origenes de replicacién tempranos y
progresan a través de la fase S indica que: 1) el requerimiento de Cdc7 no depende de su
funcién en replicacidn y 2) que la interaccidn requiere la actividad de Cdc7 de forma continua.
Estos resultados sugieren que para que Rad51/Rad52 y MCM2-7 interaccionen es necesario un
cambio estructural de MCM2-7 que, contrariamente al se da para su funcidn en la iniciacién
de la replicacion, puede ser revertido en ausencia de actividad quinasa de Cdc7.

Rad51 y Rad52 viajan con la horquilla [149, 189], y en presencia de aductos en el ADN
que impiden su avance promueven el salto de la lesién por mecanismos que aln no han sido
esclarecidos [190]. Nuestros analisis de 2D/ChEC sugieren que Rad52 se mantiene unido a la
horquilla a pesar de que su interaccion con MCM2-7 esta disrumpida en cdc7-4 a temperatura
semipermisiva (Figura 2.12). De acuerdo con este dato, este mutante no estd afectado en la
progresion a través de fase S en presencia de MMS (Figura 2.10), a diferencia de los mutantes
rad52A y rad51A [188, 189, 214]. Esto sugiere que otros componentes del replisoma deben
participar en la uniéon de Rad52 y Rad51 a la horquilla. De hecho, Rad52 es necesario para la
unién de Rad51 a la horquilla [189] pero no a MCM2-7 (Figura 2.1), lo que apunta al

nucleofilamento ssDNA/RPA como diana potencial para la carga de Rad52 y Rad51 en la

62



DISCUSION

horquilla, ya que este nucleofilamento es el sustrato natural sobre el que Rad52 carga a Rad51

[248].

4.3 La interaccion de Rad51 y Rad52 con el exceso de helicasas MCM2-7 promueve su

union a los danos replicativos

El relleno de los huecos de ssDNA generados por el avance de la lesiéon de la horquilla esta
asociado con la formacién de centros de reparacién de HR. El checkpoint replicativo previene
la formacién de estos centros durante la fase S, dando lugar a una separacion espacio-
temporal de las funciones replicativas y reparacionales de Rad51/Rad52. Sin embargo, estas
actividades estdn ligadas mecanisticamente como sugiere el hecho de que la restriccion de la
expresion de Rad52 a G2/M impida la union de Rad51 a las lesiones de ssDNA, la formacion de
SCJs y la formacién de focos de Rad51 [189], a pesar de que se acumulan huecos de ssDNA en
los mutantes rad51A y rad52A en presencia de luz UV y MMS [149, 200]. Esto supone una
distincion mecanistica importante entre la HR inducida por DSBs, donde Rad52 y Rad51 son
reclutadas a las lesiones independientemente de replicacion y puede, por tanto, ser
completada en células que expresan Rad52 solo en G2/M [188, 189, 221]. Nuestros resultados
arrojan luz al mecanismo por el que Rad51 y Rad52 son cargadas a las lesiones de ssDNA.
Hemos demostrado que Cdc7 promueve la interaccién de Rad51 y Rad52 con MCM2-7
independientemente de la presencia o ausencia de dafio en el ADN. Debido a que esta
asociacién no ocurre en la horquilla, debe implicar a los complejos MCM2-7 que son cargados
en los origenes de replicacion y distribuidos por la cromatina. Esta poblacién de helicasas esta
en exceso respecto al nimero de origenes de replicacidn, lo que genera una incégnita sobre su
funcionalidad conocida como la paradoja de los MCM2-7. Esta incégnita ha sido parcialmente
resuelta al describirse un papel de estos complejos en la activacidn de origenes durmientes en
condiciones de estrés replicativo [58-60]. Es improbable que un defecto en la activacion de
origenes tardios o durmientes por la inactivacion de Cdc7 explique la pérdida de MCM2-7,
Rad51 o Rad52 en la cromatina replicada en presencia de MMS, ya que éstos son liberados de
la cromatina conforme la replicacidn avanza, y por tanto, si hubiera alguin efecto deberia ser el
contrario. Ademds, MCM2-7, Rad51 y Rad52 se mantienen unidos a la cromatina en el
mutante mcmb5-bob1 a pesar de la inactivacion de la actividad quinasa de Cdc7 (Figura 2.3).
Por el contrario, vemos que Cdc7 facilita la unién de Rad51 y Rad52 a los fragmentos de ssDNA
que quedan tras la horquilla al promover su interaccién con el exceso de helicasas MCM2-7.
Debido a que Rad51 no se puede unir a las lesiones postreplicativamente [189], proponemos

que MCM2-7, Rad51 y Rad52 pre-cargadas en G1 son reclutadas directamente a las lesiones de
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ssDNA conforme las horquillas progresan a través de las lesiones bloqueantes, para
posteriormente iniciar la reparacién recombinacional (Figura 4.1). Una posibilidad es que la
helicasa MCM2-7 funcione como una plataforma molecular que promueva la transferencia de
las proteinas de recombinacidn desde las cromatidas parentales a las nacientes en respuesta a
estrés replicativo. Es importante remarcar, no obstante, que los complejos MCM2-
7/Rad51/Rad52 estan también presentes en ausencia de dafios, lo que indica que son
necesarios pero no suficientes para el proceso de carga. En conclusidn, la incapacidad de las
células que expresan Rad52 uUnicamente en G2/M de rellenar los huecos de ssDNA

probablemente refleja la obligacién de usar las proteinas de recombinacion cargadas en G1.

Rad52/Rad51
transicién
G1/8
Mcm2-7
—_— - condiciones
normales
—————e
lesion
- estrés
replicativo
—_—

4.1 Modelo de regulacién de la HR durante la DDT. La union de Rad51/Rad52 a los fragmentos de
ssDNA que quedan tras la horquilla requiere la interaccion de estas proteinas de HR precargadas en G1
con las helicasas MCM2-7.

4.4 La carga de las proteinas de HR esta separada temporalmente de su activacion

La actividad CDK separa temporalmente la carga de la helicasa MCM2-7 de su activacién para
asegurar que los origenes se activen una Unica vez por ciclo celular. Asi, la baja actividad CDK
durante mitosis tardia y G1 permite la acumulacién de un exceso de helicasas MCM2-7 como
dobles hexameros inactivos que se distribuyen a lo largo de la cromatina. Durante el resto del

ciclo los niveles altos de CDK activan a MCM2-7 a la vez que inhiben la carga de mds complejos
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helicasa adicionales [16]. Sorprendentemente, Rad52 y Rad51 también se acumulan en G1 a
pesar de que la HR estd inhibida en esta fase por la falta de actividad CDK [175], y son
liberados de la cromatina durante la fase S bajo condiciones normales, lo que sugiere que
existen mecanismos que previenen que vuelvan a ser cargados al ADN replicado, a pesar de
gue en esta fase la actividad CDK promueve la HR. En el caso concreto de la respuesta a MMS
CDK no es necesaria para la unién de Rad52/Rad51 a las lesiones de ssDNA pero si para la
formacién de SCJs y focos de Rad52 [189]. Por tanto, S. cerevisiae segrega la carga de las
proteinas de recombinacion de su activacién. Esta estrategia facilitaria la unién de las
proteinas de recombinacién a los fragmentos de ssDNA generados durante el avance de la
horquilla replicativa, y por tanto su reparacion mediante mecanismos de TS libres de errores.
En ausencia de dafios Rad51 y Rad52 serian liberadas por la propia horquilla replicativa,
probablemente utilizando la actividad helicasa de Rrm3 [55]. El objetivo de esta liberacion
seria probablemente evitar en las regiones replicadas los efectos genotéxicos asociados a los

complejos dsDNA/Rad51 [249].

4.5 La fosforilacion de $164 y S170 de Mcm2 mediada por Cdc7 regula la unién de

Rad52 a las lesiones replicativas en el ADN

La interaccién de MCM2-7 con Rad51 y Rad52 promovida por Cdc7 es necesaria para la union
de estos factores de HR a los dafios replicativos. El hecho que el mutante mecm5-bob1 suprima
el requerimiento de actividad quinasa de Cdc7 para la formacion del complejo (Figura 2.3),
sugiere que la fosforilacidon por Cdc7 de la helicasa MCM2-7 regula la interaccion de ésta con
las proteinas de HR. De acuerdo con esto, el mutante mecm2,,, defectivo en la fosforilacion de
las serinas 164 y 170 de Mcm2, necesarias para la iniciacion de la replicacion y viable en
presencia de la mutacion mcm5-bob1, regula la unidén de Rad52 al dafio replicativo (Figura
2.16). Ademas, el mutante fosfomimético mem2,; suprime el defecto de cdc7-4 en la unién de
Rad52 a los fragmentos de ssDNA (Figura 2.16). Dado que la integridad del complejo es
necesaria para la unién de éste al dafo replicativo, este dato sugiere que la fosforilacién de
S164 y S170 de Mcm2 es necesaria para su integridad. Sin embargo, mecm2,, no afecta a la
union de Mcm4 con Rad51 (dato no mostrado), aunque no podemos descartar que, al igual
que cdc7-4, sélo esté afectando la union de Mcm4 con Rad52, lo que seria consistente con la
idea de que la interaccion de MCM2-7 con Rad51 y Rad52 esté regulada por diferentes sitios
de fosforilacion dentro de la helicasa. De hecho, y consistente con la posibilidad de que la

respuesta recombinacional a MMS este regulada por la fosforilacidon de varios residuos dentro
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de MCM2-7 por Cdc7, el mutante mecm2,, a diferencia de cdc7-4 no presenta defectos en la
formacién de SCJs (Figura 2.19) o en la reparacidon recombinacional de los dafos replicativos

(Figura 2.22).

4.6 Cdc7 es necesario para la reparacion recombinacional durante DDT

La necesidad de la formacién de un complejo MCM2-7/Rad51/Rad52 dependiente de Cdc7
para la unién a la cromatina dafiada de las proteinas de HR sugiere un papel de esta quinasa en
la ruta recombinacional de DDT. Analisis genéticos previos de sensibilidad a MMS y luz UV
colocaron a CDC7 y RAD5 en grupos epistaticos distintos [250]. Dado que Rad51 y Rad52
cooperan con Rad6 y Rad5 en TS [212, 251], esos analisis sugerian que Cdc7 no estd en la ruta
de HR. De hecho, Cdc7 es necesario para TLS [199]. Sin embargo, estos estudios de sensibilidad
a MMS también han demostrado que en respuesta a MMS, CDC7 opera en una ruta diferente a
RAD30 y REV3, los cuales codifican las polimerasas de TLS Poln y Pol{, respectivamente [250].
Ademas, cdc7A exacerbera la sensibilidad a luz UV de un mutante de PCNA defectivo en
ubiquitinacion y sumoilacion (pol30-K127R,K164R) [252], el cual, como hemos comentado en
la introduccidn, es defectivo en TLS y TS dependiente de Rad5 pero responde al dafio
replicativo activando una ruta de HR independiente de ubiquitinacién de PCNA. Por tanto, el
defecto sinergistico en sensibilidad a dafios replicativos del mutante cdc7A pol30-K127R,K164R
sugiere un papel de DDK en HR. Nuestros datos moleculares y celulares demuestran que Cdc?7
es necesario para la formacién de SCJs inducidas por MMS (Figura 2.18), cuya formacion
depende de Rad51 y Rad52 [210], asi como para la reparacidon recombinacional de las lesiones
replicativas de ssDNA (Figura 2.21). De hecho, la inactivacién de Cdc7 una vez finalizada la
replicacion también genera defectos en la reparacion recombinacional de las lesiones
replicativas (Figura 2.21), lo que sugiere que Cdc7 tiene ademas un papel postreplicativo
durante la reparacidon de estos dafios. Estos defectos, sin embargo, no son suficientes para
evitar que se complete la recombinacion (Figura 2.23). Dado que la unién de Rad52 no es
necesaria para que las lesiones de ssDNA/RPA se dirijan a los centros de reparacién [189], por
tanto, es posible que la carga de Rad52 en una proporcion de las lesiones sea suficiente para

nuclear las proteinas Rad52 y Rad51 necesarias para completar la reparacion.
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4.7 Asfl y Rad53 regulan la union de Rad52 en el daiio replicativo

Nuestros datos sugieren que las helicasas MCM2-7 operan como plataformas moleculares
implicadas en la transferencia de los factores de recombinacién de las cromdtidas parentales a
las nacientes en respuesta a estrés replicativo. Recientemente se ha demostrado que el
dominio chaperona de Mcm?2 facilita el reciclaje de las histonas parentales en la horquilla [76]
y de acuerdo con esta funcién se han resuelto complejos Mcm2/H3/H4 2:2:2 y Mcm2/H3/H4
1:2:2 [67]. Estos complejos coexisten con complejos 1:1:1:1 Mcm2/H3/H4/Asfl [67], lo que
implica también a la chaperona Asfl en el proceso de reciclaje de histonas parentales. Dado
gque MCM2-7 regula la unién de Rad52 al daiio replicativo y Rad51 y Rad52 interaccionan con
las histonas H3 y H4 [253] proponemos un modelo especulativo (Figura 4.2) en el que los
complejos MCM2-7/Rad51/Rad52 se transfieran desde las cromatidas parentales a las
nacientes mediante el reciclaje de histonas parentales. De acuerdo con este modelo, nuestros
datos muestran que Asfl es necesario para la unién de Rad52 a las lesiones replicativas y para
la formacién de SCJs (Figura 3.1 y Figura 3.2). Sin embargo, estas funciones son independientes
de su capacidad de unidn a histonas (Figura 3.6), y en consecuencia, también de su papel en la
acetilacion de H3K56 (Figura 3.4). De hecho, defectos en el ensamblaje de histonas en el
mutante caclA rtt106A no afectan a la uniéon de Rad52 en presencia de MMS, aunque la mayor
unidn en ausencia de dafio (Figura 3.3) sugiere que el ensamblaje de la cromatina y/o la

integridad de esta jueguen un papel en la dindmica de unién de Rad52.

Rad52/Rad51
transicion
MCM2-7 G175
- condiciones
normales
—
-
lesion | SN (H3/H4),
estrés
replicativo

Figura 4.2. Modelo especulativo de regulacion de la HR durante la DDT. Los complejos MCM2-
7/Rad51/Rad52 serian transferidos desde las cromatidas parentales a las nacientes mediante el reciclaje
de histonas parentales.
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El papel de Asfl en la unidon de Rad52 tampoco parece estar asociado a su interaccion
con Rad53, la cual es independiente de histonas. Curiosamente, Rad53 también regula la unidn
de Rad52 al dafio replicativo, pero por una via independiente a su interaccion con Asfl (Figura
3.7). Rad53 estd implicado en la degradacién del exceso de histonas solubles mediante su
asociacién con ellas en un complejo dinamico que es regulado por su actividad quinasa e
independiente de su funcién en checkpoint [254]. Dado que las histonas solubles compiten con
la maquinaria de HR en la union al ADN e incluso son capaces de unirse a Rad51 y Rad52
interfiriendo con la reparacion [253], Rad53 podria estar regulando la unién de Rad52 a los
danos replicativos a través de la regulacion de los niveles de histonas. En conjunto, estos datos
apuntan a un papel aun por definir de la cromatina en la unién de los complejos MCM2-

7/Rad51/Rad52 durante la DDT.
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1. Rad51 y Rad52 interaccionan con las helicasas MCM2-7 que no se encuentran en la
horquilla, tanto en ausencia como en presencia de dafios en el ADN. La interaccidn de Rad51
con MCM2-7 es independiente de Rad52.

2. La actividad quinasa de Cdc7 es necesaria para la interaccién de Mcm4 con Rad51 y Rad52,
siendo este requerimiento suprimido por la mutacién mecm5-bob1.

3. MCM2-7, Rad51 y Rad52 presentan cinéticas similares de unién a la cromatina durante el
ciclo celular: se acumulan en G1, se liberan de la cromatina conforme la fase S progresa, y en
presencia de dafios inducidos por MMS se mantienen durante S/G2.

4. La acumulacién de Rad51 en la cromatina en G1 es independiente de la carga de MCM2-7,
consistente con la ausencia de actividad quinasa de Cdc7 en G1 y la necesidad de ésta para la
interaccion.

5. La actividad quinasa de Cdc7 es necesaria para mantener los niveles de proteina de MCM2-7
y Rad51 que no estdn unidos a la cromatina.

6. Las interacciones entre MCM2-7, Rad51 y Rad52 son necesarias para su union en la
cromatina replicada en presencia de dafio replicativo.

7. La fosforilacién de las serinas 164 y 170 de Mcm2 mediada por Cdc7 es necesaria para la
unién de Rad52 a las lesiones replicativas en el ADN.

8. La actividad quinasa de Cdc7 es necesaria para la correcta reparacién recombinacional de
los danos inducidos por MMS. En concreto, una reduccion de actividad Cdc7 causa defectos en
la formacién de uniones entre cromatidas hermanas y en el relleno por recombinacion
homdloga de las lesiones de ssDNA generadas durante la replicacion de ADN alquilado.

9. Asfl, mediante una funcién independiente de su capacidad de unirse a las histonas, y
Rad53, mediante una funcidn independiente de su papel en checkpoint y de su interaccidon con
Asfl, regulan la unién de Rad52 al dafio replicativo inducido por MMS.

10. En conjunto, estos datos sefialan a MCM2-7 como una plataforma molecular mediante la
cual Cdc7 promueve la unidn de moléculas de Rad51 y Rad52 precargadas en G1 a las lesiones
de ssDNA generadas durante la replicacién del ADN alquilado. Esta estrategia favoreceria la
reparacion libre de errores sobre la mutagénica. En este proceso de unidn a las lesiones de
ssDNA participan, mediante mecanismos que aln desconocemos, los factores Asfl1 y Rad53.
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6.1 Estirpes

Las estirpes de levadura utilizadas en esta tesis se muestran en la Tabla 5.1. La mayoria de las

estirpes se obtuvieron mediante cruces genéticos. Para ello, las estirpes parentales haploides

se cruzaron en medio rico YPAD y los diploides generados se seleccionaron en medios

selectivos o se micromanipularon. Posteriormente, los diploides se sembraron en medio de

esporulacion para inducir la meiosis y las ascas se diseccionaron en un micromanipulador

SINGER MK1 (Singer LTD) tras un tratamiento con zimoliasa a 2mg/ml durante 1 minuto. El

genotipo se determind mediante réplicas en placas con diferentes medios selectivos, y el sexo

analizando la capacidad de las esporas para formar diploides con las cepas F4 (a) y F15 (a).

REFERE
ESTIRPE GENOTIPO FIGURAS
NCIA
wcdc7asMCMAGFP | MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 can1-100 Esta tesis | 2.1A-B; 2.2;
-4 his3-11,15 cdc7as3MYC MCMA4GFP::URA 2.4A; 2.5A-C;
barlA::HisG can1-100 RAD5 2.7A-B; 2.8A-B;
2.12
wcdc7asrad52AMC | MATa trp1-1 leu2-3,112 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.1A
MAGFP-3A canl1-100 cdc7as3MYC rad52A::HYGMX4
barlA::HisG MCMA4GFP::URA3 RAD5
wcdc7as3_2 MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.1A-B; 2.2;
cdc7as3MYC barlA::HisG can1-100 RAD5 2.3B; 2.12;
2.21A-C
wp4MA4GFP-29C MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.3A
cdc7as3MYC MCMA4GFP::URA pep4A::ADE2
barlA::HisG can1-100 RAD5
wcdc7asb1pdMAG | MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.3A; 2.8E-F
FP-15C cdc7as3MYC MCMA4GFP::URA mcm5/bob1
pepdA::ADE2 barlA::HisG can1-100 RAD5
wp4-14D MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.3A
cdc7as3MYC pepdA::ADE2 barlA::HisG can1-100
RAD5
wbob1MCM4GFP- MATa trp1-1leu2-3,112 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.3A;
4b canl1-100 cdc7as3MYC mem5/bob1
MCMA4GFP::URA3
wboblcdc7AMCM MATa trp1-1 leu2-3,112 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.3A
4GFP-1b canl1-100 mecm5/bobl cdc7A::HIS3 barlA::HisG
MCMA4GFP::URA3 RAD5
wRad52eGFP_1 MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis
Rad52-eGFP::URA3 can1-100 RAD5
wcdc7asMCM4HAR | MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Estatesis | 2.4C-D; 2.7C-D;
52GFP-2A Rad52-GFP cdc7as MCH4HA::HIS3 barlA::HisG 2.8C-D
canl-100 RAD5
WGALCDC6MCMAG | MATa trpl-1 leu2-3,112 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.5A-C
FPcdc7as-11B canl1-100 cdc7as3::MYC CDC6::TRP1::Galp-CDC6
barlA::HisG RAD5
w303R52MN-14B MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.9A-B; 2.10E;
Rad52MN::HIS3 barlA::HisG can1-100 RAD5 2.13B; 2.17B
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WR52MNcdc7-4-2A | MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Estatesis | 2.9A-B; 2.10E;
Rad52MN::HIS3 cdc7-4 barlA::HisG can1-100 2.13B; 2.17B
RAD5
w303-1aR5 MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | [189] 2.10A-C; 2.10F;
canl1-100 RAD5 2.11A; 2.20C;
2.23A-B
wcdc7-4-2b MATa leu2-3,112 TRP1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 Esta tesis | 2.10A-C; 2.10F;
cdc7-4 can1-100 RAD5 2.11A; 2.20C;
2.23A-B
w303CAN-1B MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.11B
RAD5
wcdc7-4CAN-8c MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3- Esta tesis | 2.11B
11,15 cdc7-4 RADS
wcdc7- MATa leu2-3,112 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 cdc7- | Estatesis | 2.12
4MCM4GFP-2B 4 MCMAGFP::URA3 canl-100 RAD5
BYmsb-11c Mata his3A1 leu2A0 ura3A0 met15A0 [189] 2.14
RAD52MN::HIS3 meclA::NATMX4
sml1A::HYGMX4 barlA::HYGMX4
BYbR52MNsmI1-6A | Mata his3A1 leu2A0 ura3A0 met15A0 [189] 2.14
Rad52MN::HIS3 sml1A::HYGMX4
barlA::HYGMX4
BYR52MNTr5revs- Mata his341 leu2A0 ura340 met15A0 [189] 2.14
2B RAD52MN::HIS3 rad5A::HYGMX4
rad304::KANMX4 rev3A::HisG revlA::HisG
BYbRad52MN-6A MATa his3A1 ura3A0 leu2A0 met15A0 RAD52- [189] 2.14; 3.1A-B;
MN::HIS3 barlA::HYGMX4 3.3; 3.4A; 3.5;
3.6
WR52GFP-4c MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.20A
RAD52-GFP can1-100 RAD5
PP544 MATa leu2-3,112 TRP1 ura3-1 ade2-1 GPO- [188] 2.20A
TK::URA3 Rad52-GFP cdc7-4 RAD5
wcdc7-4w3775-2¢ MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.20B
cdc7-4 RFA1-8ala_YFP RAD5
w3775-3c MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Estatesis | 2.20B
RFA1-8ala_YFP can1-100 RAD5
BY167 MATalpha his3A1 leu2A0 ura3A0 lys5A0 [29] 2.15
MCM2::URA3
BY169 MATalpha his3A1 leu2A0 ura3A40 lys5A0 [29] 2.15
mcm2aa::URA3
BY167R52MN-2 MATalpha his341 leu2A0 ura3A0 lys5A0 Esta tesis | 2.16A
MCM2::URA3 Rad52MN::HIS3
BY169R52MN-4 MATalpha his341 leu2A0 ura3A0 lys5A0 Esta tesis | 2.16A
mcm2aa::URA3 RAD52-MIN::HIS3
BY191R52MN-4 MATalpha his3A1 leu2A0 ura3A0 lys5A0 Esta tesis | 2.16A
mcm2ee::URA3 RAD52-MN::HIS3
BY167cdc7- MATalpha his3A1 leu2A0 ura3A0 lys5A0 Esta tesis | 2.16B
4R52MN Rad52MN::HIS3 MCM2::KANMX4 cdc7(1-
391)::URA3::cdc7-4
BY191cdc7- MATaplha his3A1 leu2A0 ura340 lys5A0 Esta tesis | 2.16B
4R52MN-7 RAD52MN::HIS3 mcm2ee::KANMX4 cdc7(1-
391)::URA3::cdc7-4
w303sgsl MATa trp1-1 leu2-3-112 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | [189] 2.18
canl-100 sgs1A::KANMX4 RAD5S
wcdc7-4sgsl-1D MATa trp1-1leu2-3,112 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 | Esta tesis | 2.18
can1-100 sgs1A::KANMX4 cdc7-4 RADS
BY167sgs1-3A MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 lys5A0 Esta tesis | 2.19
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sgs1A::KANMX4 MCM2::URA3 barlA::HYGMX4

BY169sgs1-5B MATa his3A1 leu2A0 ura340 lys5A0 Esta tesis | 2.19
5gs1A::KANMX4 mecm2,,::URA3 barlA::HYGMX4
w167-3D MATa leu2-3,112 ura3-1 ade2-1 lys5A0 Esta tesis | 2.22
MCM2::URA3 MCMA4GFP::URA3 can1-100 RAD5
w169-5D MATa leu2-3,112 ura3-1 mecm2aa::URA3 Esta tesis | 2.22
MCMAGFP::URA3 RAD5
BYbasf1R52MN-1B | MATa his3A1 ura3A0 leu2A0 asf1A::KANMX4 Esta tesis | 3.1A-B
RAD52-MN::HIS3 barlA::HYGMX4
BYsgs1lAb MATa his3A1 ura3A0 leu2A0 sgs1A::KANMX4 [189] 3.2
barlA::HYGMX4
BYasflsgl-7c MATa his3A1 ura3A0 leu2A0 sgs1A::KANMX4 Esta tesis | 3.2
asf1A::KANMX4 bar1A::HYGMX4
BYbcaclrttl06R52 | MATa his3A0 ura3A0 leu2A0 caclA::KANMX4 Esta tesis | 3.3
MN-8A rtt106A::KANMX4 RAD52-MN::HIS3
barlA::HYGMX4
BYrtt101R52MN- MATa his3A0 ura3A0 leu2A0 rtt101A::KANMX4 Esta tesis | 3.5
1C RAD52-MN::HIS3 barlA::HYGMX4
BYrtt109R52MN- MATa his3A0 ura3A0 leu2A0 met15A0 Esta tesis | 3.4A
7A rtt1094::KANMX4 RAD52-MN::HIS3
barlA::HYGMX4
BYasf1V94RR5MN- | MATa his3A0 ura3A0 leu2A0 met15A0 RAD52- Esta tesis | 3.6
12C MN::HIS3 asf1”*®_13MYC::HIS3
BYs1R52MN-11C MATa his3A0 ura3A0 leu2A0 met15A0 RAD52- Esta tesis | 3.7A;3.7C
MN::HIS3 smI1A::HYGMX4
BYr53s1R52MN-8B | MATa his3A0 ura3A0 leu2A0 met15A0 RAD52- Esta tesis | 3.7A; 3.7C
MN::HIS3 smI1A::HYGMX4 rad53A::NATMX4
BYasf1r53s1R52M MATa his3A0 ura3A0 leu2A0 met15A0 Esta tesis | 3.7C
N-1B Rad52MN::HIS sml1A::HYGMX4 asf1A::KANMX4
rad53A::NATMX4
MSY421R52MNH3 | MATa hht1-hhflA hht2-hhf2A leu2A0 ura3A0 Esta tesis | 3.4B
wt-2 trp1A0 his3A0 RAD52-MN::HIS3 + (hht1-hhf1,
CEN URA)
MSY421R52MNH3 MATa hht1-hhf1A hht2-hhf2A leu2A0 ura340 Esta tesis | 3.4B
K56R-2 trp1A0 his3A0 RAD52MN::HIS3 + (H3K56R, CEN
TRP1)
wCMY156352MN- | MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 can1-100 | Estatesis | 3.7B
5A his3-11,15 RAD53::URA3::rad53A::HIS3 RAD52-
MN::HIS RAD5
WALRRR52MN-13B | MATa leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1 can1-100 | Estatesis | 3.7B

his3-11,15 rad53ALRR::URA3::rad53A::HIS3
RAD52-MN::HIS3 RAD5

Tabla 6.1 Estirpes de levadura

Para etiquetar proteinas, generar quimeras, o reemplazar genes se siguid el protocolo

descrito en [255]. Los fragmentos de ADN se amplificaron por PCR utilizando oligos con

homologia a la regién a amplificar y al gen a reemplazar o etiquetar (Figura 6.1). La estirpe

original se transformd con el ADN lineal resultante y se selecciond el fenotipo deseado. Los
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candidatos se comprobaron por Southern blot y/o PCR usando oligos externos a la zona

etiquetada o reemplazada (oligos en la Tabla 6.4).
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Figura 6.1. Representacion esquematica de los procesos de construccion de estirpes basados en
recombinacion homdloga. (A) Delecién de un gen. (B) Etiquetado de una proteina. (C) Integracion de
una mutacion.

El pldsmido pRS551-L120A,V181A (N. Hollingsworth, no publicado) se usé para
reemplazar CDC7 por cdc7as3 en wcdc7as3-2. Para ello la estirpe silvestre se transformé con
pRS551-L120A,V181A cortado con EcoRl, se crecid en medio sin uracilo para seleccionar la
integracion y posteriormente en medio con acido 5-fluoroacético para seleccionar las células
que habian perdido una de las dos copias (Figura 6.1C). Los candidatos se confirmaron por
Southern blot y secuenciacion de ADN. Una estrategia similar se usd para generar la estirpe
CAN1 en w303-1AR usando el plasmido pRS306CAN1 cortado parcialmente con Hindlll. Las
estirpes BY167cdc7-4R52MN y BY191cdc7-4R52MN se construyeron mediante la integracion
del vector pRS306cdc7-4 cortado parcialmente con Nsil en BY167R52MN y BY191R52MN y
posterior seleccién de los candidatos termosensibles. Las quimeras Rad52-MN y Mcm4-EGFP
en las estirpes MSY421 y wcdc7as3-2 se construyeron clonando en los extremos

carboxiterminal de RAD52 y MCM4 de las estirpes MSY421R52MNH3wt-2,
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MSY421R52MNH3K56R-2 y wcdc7asMCMAGFP-2 las etiquetas MN y EGFP, respectivamente
[232](Figura 6.1B).

6.2 Plasmidos

Para la obtencidn y propagacidon de plasmidos se utilizé la estirpe de E.coli DH5a: f-endA1
gyr96 hsdR17 AlacU16 9 (f80lacZAM15) recAl relAl supE44 thi-1 [256]. Los plasmidos

utilizados en esta tesis se muestran en la Tabla 5.2.

PLASMIDO Marcadores mas relevantes Referencia
pWJ1344 CEN, LEU, RAD52::YFP::CYCt R.Rothstein,
Columbia
University
pFA6a-MN-HIS3MX6 vector de marcaje con MN con el marcador HIS3 [232]
pKT209 vector de marcaje con EGFP con marcador caURA3 [257]
pRS306-SU CEN, URA3, leu2A3’::leu2A5’ [258]
pFA6KanMX4 vector de expresién del marcador de resistencia a | [259]
kanamicina
pAG32 vector de expresién del marcador de resistencia a | [260]
hygromicina
pAG25 vector de expresién del marcador de resistencia a | [260]

nourseotricina

pRS551-L120A,V181A vector integrativo que contiene cdc7-L120A,V181A-myc9 | N.

con marcador URA3 Hollingsworth

pRS416CDC7 vector centromérico de expresion de CDC7 con marcador | Esta tesis
URA3

pRS306CAN1 vector integrativo que contiene el gen CAN1 con marcador | Esta tesis
URA3

pRS306¢cdc7-4 vector integrativo que contiene un fragmento de cdc7-4 Esta tesis

Tabla 6.2. Plasmidos

El plasmido pRS416CDC7 se construyd insertando en las dianas Notl-Xhol de pRS416 un
fragmento de PCR que contiene el gen CDC7. El plasmido pRS306CAN1 se construyd
insertando en las dianas Xhol-Xbal de pRS306 un fragmento de PCR de 1773 pb CANI1 que
contiene la region silvestre a la mutacién can1-100. El plasmido pRS306cdc7-4 se construyd
insertando en las dianas Xhol-Xbal de pRS306 un fragmento de PCR de 1775 pb de CDC7 que

contiene la mutacidn cdc7-4, |la cual se confirmd por secuenciacién.

5.3 Medios y condiciones de crecimiento
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Las estirpes de levaduras se incubaron a 30°C (excepto en los casos especificados que se
crecieron a 26°C) tanto en placa como en cultivo liquido con agitacién horizontal constante.
Los medios de cultivo rico (YPAD y YPAG), minimo sintético (SDc), minimo complementado
(SMM) especificando los aminoacidos o bases omitidas (p. ej. SMM-leucina) y de esporulacion
(SPO) se prepararon de acuerdo a [261] (ver Apéndice).

Las estirpes de bacteria se incubaron a 37°C en medio rico (LB).

6.4 Transformacion de células

6.4.1 Transformacion de bacterias

Se mezclaron 100 pl de células competentes de E.coli DH5 a preparadas segun [262] con 50-
100 ng de ADN y se incubaron en hielo durante 30 min. A continuacion las células se
sometieron a un choque térmico de 42°C durante 1 min seguido de 2 min en hielo.
Posteriormente se afiadid a las células 1 ml de LB y se incubaron durante 45 min a 37°C.

Finalmente, las células se recogieron por centrifugacién y se sembraron en LB+Ampicilina.

6.4.2 Transformacion de levaduras

Las estirpes de levadura se transformaron siguiendo el método descrito en [261] a partir de 5
ml de cultivo en fase exponencial. Las células se lavaron con acetato de litio (AcLi) 100 mM, se
recogieron por centrifugacion y se mezclaron con PEG4000 al 50%, AcLi 100 mM, ADN
desnaturalizado de esperma de salmén a 2mg/ml y 0,1-10 ug de ADN. Tras incubarlas a 30°C
durante 30 min, las células se sometieron a un choque térmico a 42°C durante 20 min.
Posteriormente, se lavaron y sembraron en el medio selectivo pertinente, salvo en aquellos
casos en los que se transformaron con marcadores de resistencia a drogas, en cuyo caso se

incubaron en YPAD 2 horas antes de ser lavadas y sembradas.

6.5 Sincronizacion de cultivos de levaduras

Las células se sincronizaron en G1 con factor a a partir de cultivos de SMM en fase exponencial
(D.Ogeo = 0,3-0,5), a los que se les afiadié factor a dos veces en intervalos de 60 min a 2 pg/ml
en el caso de estirpes BAR1 y 0,25 pg/ml en el caso de las estirpes barlA. Para liberar las
células del bloqueo de G1, éstas se lavaron 3 veces y se resuspendieron en medio fresco con

pronasa a 50 ug/ml en presencia o ausencia de agentes genotoxicos.
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6.6 Andlisis de viabilidad y sensibilidad a dafios en el ADN

La viabilidad y sensibilidad a agentes genotdxicos de las estirpes de levadura se determiné
mediante ensayos de gotas con diluciones seriadas (factor de dilucién de 10) a partir del
mismo numero de células de cultivos en fase exponencial. Para ello, el nimero de células se
determind mediante contaje con una camara Burker. A continuacién, se sembraron 5 pl de
cada concentracion en placas de SMM con vy sin los correspondientes agentes genotoxicos, a

las concentraciones indicadas.

6.7 Extraccion de ADN gendémico de levaduras

6.7.1 Extraccion estandar para Southern blot, PCR y ChEC

La extraccidn de ADN plasmidico de E.coli se realizé siguiendo el método descrito en [263] a
partir de cultivos crecidos en LB+Ampicilina.

El ADN para el analisis mediante ChEC se extrajo siguiendo el protocolo de Miniprep de
ADN de levadura descrito en [261] con las siguientes modificaciones. Las células tratadas
mediante ChEC de un cultivo de 50 ml se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en
320 ul de sorbitol 0,9M, EDTA 0,1M, 0,1% B-mercaptoetanol y se incubaron 1 hora a 37°C con
10 pl de zimoliasa 20T a 15 mg/ml. Los esferoplastos se recogieron y resuspendieron en 370 pl
de Tris 50 mM, EDTA 20mM pH 8 y se incubaron con 16 pl de SDS 10% durante 30 minutos a
65°C. A continuacion, se precipitaron las membranas afiadiendo 85 pl de acetato sddico 5M e
incubando en hielo durante 1h. Posteriormente, se centrifugd y el sobrenadante se precipitd
con 2,5 volumenes de etanol 96%. El ADN precipitado se resuspendié en 300 ul de TE y se
incubd 30 min a 37°C con 2 pl de RNasa A 10 mg/ml. Tras la incubacién, el sobrenadante se
mezclé con 1 volumen de fenol:cloroformo:isoamilico 25:24:1 y se pasé la fase superior a un
nuevo tubo. Se volvid a precipitar con etanol 96%, se lavd con etanol 70% y el ADN se
resuspendid en 100 ul de TE 1X. Este protocolo se utilizé también para el analisis de ADN por

Southern blot y PCR.

6.7.2 Extraccion para analisis de intermediarios replicativos por ChEC/2D

Para el analisis de intermediarios replicativos de células tratadas por ChEC el ADN se extrajo
mediante el protocolo de columnas de intercambio idnico [189]. Las células tratadas mediante
ChEC de un cultivo de 300 ml se lavaron primero con 5 ml de agua bidestilada vy

posteriormente con 5 ml de TE 1X. Posteriormente las células se resuspendieron en 4 ml de
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tampdn Y1 (1 M sorbitol, 100 mM EDTA pH 8, 14 mM B-mercaptoetanol) y se incubaron con
250 pl de zimoliasa a 50 mg/ml durante 1 h a 30°C. Posteriormente se centrifugaron 10 min a
5000 g a 4°C, y el precipitado se resuspendié en 5 ml de tampdn G2 (800 mM guanidina HCI; 30
mM TrisCl, pH 8,0; 30 mM EDTA, pH 8,0; 5% Tween-20; 0,5% Triton X-100) y se incubd con 100
ul de proteinasa K a 0,3 mg/ml a 50°C durante 35 min. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron 10 min a 5000 g y 4°C y los sobrenadantes se pasaron a tubos nuevos donde se
les afiadid 5 ml de tampdn QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15% isopropanol, 0,15%
Triton X-100) antes de pasarlas mediante flujo gravitacional a través de columnas de
intercambio aniénico (QIAGEN Genomic Tip 100/G) previamente equilibradas con 4 ml de
tampdén QBT. Las columnas se lavaron con 7,5 ml de tampdn QCqg (800 mM NaCl, 50 mM
MOPS pH 7,0, 15% isopropanol) dos veces y se eluyeron con 5 ml de tampdn QF (1,25 M NaCl,
50 mM Tris-Cl pH 8,5, 15% isopropanol) previamente atemperado a 50°C. A cada muestra se le
afiadié 3,5 ml de isopropanol, se mezcld con suavidad y se centrifugd a 8000 g 25 min a 4°C. El
ADN precipitado se lavd con 2 ml de etanol a 70% y finalmente se resuspendidé en 250 pl de

Tris-HCl 2 mM pH 8.

6.7.3 Extraccion para andlisis de intermediarios replicativos

Para el analisis de intermediarios replicativos mediante geles bidimensionales, el ADN se aisld
mediante el protocolo G2/CTAB [264]. Se partio de cultivos de 100 ml parados con azida sddica
al 0,1% y enfriados en hielo. Tras centrifugar y lavar con agua, las células se resuspendieron en
2,4 ml de tampdn de esferoplastos (1 M sorbitol, 100 mM EDTA, 2 mM Tris-HCl pH 8, 0,1% v/v
B-mercaptoetanol, 20 U de zimoliasa/ml) y se incubaron primero a 30°C durante 20 min y
posteriormente a 37°C durante 25 min. Los esferoplastos se recogieron por centrifugacién y se
resuspendieron cuidadosamente en 1,125 ml de solucién G2 (800 mM guanidina HCl, 30 mM
Tris-HCI pH 8,0, 30 mM EDTA pH 8,0, 5% Tween-20, 0,5% Triton X-100). Tras resuspender las
muestras, se les afiadié RNasa A a 10 mg/ml y proteinasa K a 20 mg/ml y se incubaron a 50°C
35 min. Tras centrifugar a 8500 rpm 10 min a 6°C, el sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo al que se afiadié 1 volumen de cloroformo:isoamilico (24:1) a temperatura ambiente, y
la mezcla se homogenizd con cuidado. Tras centrifugar, el sobrenadante se mezclé con 2,5
volumenes de solucién Il (1% p/v CTAB (cetil-trimetil-amonio-bromuro), 50 mM TrisHCI pH 7,6,
10 mM EDTA pH 8) y se centrifugd 10 min a 8500 rpm. El precipitado se resuspendi6é en 1
volumen de solucién Il (1,4 M NaCl, 10 mM TrisHCI pH 7,6, 1 mM EDTA pH 8) y 0,2 ml de NaCl

2,5 M, y se volvid a precipitar con un volumen de isopropanol. Tras centrifugar 10 min a 13.000
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rpm, el ADN precipitado se lavd con etanol 96% vy se resuspendidé en Tris-HCl 250 mM pH 8.

Posteriormente se analizaron las muestras en geles bidimensionales (ver apartado 5.9).

6.8 Anadlisis de reclutamiento de proteinas al ADN mediante Corte Endégeno de

Cromatina (ChEC)

El ensayo ChEC se realizé de acuerdo a [232] a partir de 50 ml de cultivo a (D.Ogg = 0.4-0.6) por
punto. Tras parar las células con azida sddica al 0,1%, se lavaron una vez con agua bidestilada y
3 veces con 1 ml de tampdn A-PBPi (15mM Tris-HCl pH 7,4, 80 mM KCI, 2mM EDTA, 0,2 mM
espermina, 0,5 mM espermidina, 1 mM PMSF, 1mM benzamidina, 10 ug/ml quimiostatina, 10
ug/ml pepstatina A, 10 pug/ml hemisulfato de leupeptina). Tras los lavados, las células se
resuspendieron en 600 pl de tampdn Ag-PBPi-Digitonina 0,1% (15 mM Tris-HCI pH 7,4, 80 mM
KCl, 0,1 mM EGTA, 0,2 mM espermina, 0,5 mM espermidina, 1ImM PMSF, 1 mM benzamidina,
10 pg/ml quimiostatina, 10 ug/ml pepstatina A, 10 ug/ml hemisulfato de leupeptina, 0,1%
digitonina). Tras preincubar 5 min a 30°C, se afiadié CaCl, a una concentracién final de 2 mM
para activar la MNasa. Las reacciones se pararon a diferentes tiempos con 600 pl de solucién
STOP 2X (400 mM NaCl, 20 mM EDTA, 4 mM EGTA, 0,2 mg/ml glicgeno). Posteriormente se
extrajo el ADN gendmico total de forma estandar (ver apartado 5.7.1) y se sometid a
electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% en TAE y 0,4 mg/ml EtBr durante 80 min a 90 V. Los
geles se escanearon en un aparato FujiFilm FLA 5100y los perfiles de digestion se cuantificaron
mediante el software Image Gauge de Fuiji.

Para el analisis de intermediarios replicativos (ChEC/2D) se partié de 300 ml de cultivo por
punto, escalando correspondientemente los volimenes. Tras parar la reaccion de la MNasa
con solucién de STOP, el ADN se extrajo con columnas de intercambio anidnico (ver 5.7.2) y se

analizé mediante geles bidimensionales (ver 5.9).

6.9 Analisis de intermediarios replicativos en geles bidimensionales

6.9.1 Restriccion de ADN

El ADN extraido se digiriéd durante 6 h en un volumen de 500 pl con las enzimas de restriccion
EcoRV y Hindlll. Transcurrido este tiempo el ADN de la reaccién se precipitd con 600 ul de

isopropanol, se lavé con EtOH 70% y se resuspendié en 20 pl de TE 1X con tampdn de carga.

6.9.2 Electroforesis bidimensional
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Los intermediarios replicativos se resolvieron mediante electroforesis en geles bidimensionales
neutro/neutro [265]. La primera dimensién se llevd a cabo en geles de agarosa 0,4 % en TBE
1X, a temperatura ambiente y 40 V durante 22 h. El gel se tifié con 0,34 ug/ml de EtBr en Tris-
HCl 0,01 M pH 7,5 durante 30 min y se recortd la banda (aproximadamente de 10 cm) que
comprendia los fragmentos de ADN entre 2,5-13 Kb. Estos fragmentos de ADN se resolvieron
en la segunda dimensién a 140V durante 14 h en geles de agarosa al 1,1 % en TBE 1X con 0,34
ug/ml de EtBr a 4°C y con recircularizacién del tampdn. Posteriormente, los geles se
transfirieron a membranas Hybond XL y los intermediarios replicativos (IRs) se detectaron
mediante hibridacién con sondas especificas generadas mediante PCR con los oligos
ForA305ARS y RevA305ARS (sonda A) y ForOri305ARS y RevOri305ARS (sonda Ori) (oligos en
Tabla 6.4).

6.10 Analisis de fragmentos de ADN por Southern blot
6.10.1 Transferencia alcalina de acidos nucleicos a membranas

Tras separar mediante electroforesis el ADN digerido con enzimas de restriccion, los geles de
agarosa se incubaron en una solucion de HCI 0,25 M durante 10 min tras los cuales se lavaron
con agua y se trataron con solucién de desnaturalizacion (1,25 M NaCl y 0,5 M NaOH) durante
30 min. El ADN se transfirié por capilaridad en soluciéon de desnaturalizacién a una membrana
de nylon Hybond XL (Amersham). Posteriormente, el ADN se fijd covalentemente a la
membrana irradidndola por ambos lados con luz ultravioleta (70000 p/cm?), y la membrana se

lavé con SCC 2X (0,03 M NaCl, 0,04 M citrato sédico pH 7).

6.10.2 Hibridacion de ADN

Las membranas obtenidas en el apartado anterior se hibridaron con sondas de ADN
radiactivas. Para el marcaje de las sondas con a-P*-dCTP, se mezclaron 100 ng de ADN
desnaturalizado con 1 mM de hexanucledtidos de secuencias generadas al azar, una mezcla de
dATP, dGTP, dTTP 0,5 mM, 25 pCi de P*2.dCTP y 2U de ADN polimerasa Klenow. La mezcla se
incubd 1 h a 37°C y los nucledtidos no incorporados en la reaccidn se eliminaron mediante
columnas de Sephadex-G50. Las membranas se prehibridaron 30 min a 65°C en solucién de
hibridacién (0,25 M Na,POH,;, 7% SDS, 1 mM EDTA pH 7,2) con agitacidon constante. La
hibridacion se realizé durante 12-16 h a 65°C incubando la membrana en la solucién anterior
con la sonda radiactiva previamente desnaturalizada. Tras la hibridacién, el filtro se lavd dos

veces con solucién de lavado (0,1X SSPE, 5 mM EDTA, 0,5% SDS) a temperatura ambiente
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durante 5 min, y una vez a 65°C durante 1 h. En caso necesario, las membranas se

deshibridaron lavdndolas 3 veces con 0,1% SDS y 0,1% SSPE a 90-100°C.

6.10.3 Cuantificacion de sefiales

La sefial radiactiva se detectdé exponiendo las membranas a pantallas Phosphorimager (Fuiji)
gue se escanearon en un analizador de radiacion FujiFilm FLA 5100. La cuantificacion de la

sefial se realizd con el software Image Gauge de Fuji.

6.11 Andlisis de proteinas

6.11.1 Extraccion de proteinas

La extraccidn de proteinas se llevd a cabo segun [266] con las siguientes modificaciones. Las
células correspondientes a 10 ml de cultivo (D.Ogs =1) se lavaron con agua y el pellet se
congeld en nitrégeno liquido. Para la extraccidn, se le aiadieron al pellet 200 pl de TCA 10%
frio y el mismo volumen de perlas de vidrio (Sigma) y se agitd con vortex 7x10 segundos con
intervalos de 50 segundos en hielo. Se recogié el sobrenadante, el cual se mezclé con el
sobrenadante resultante de lavar las bolas con TCA 5%. Tras centrifugar, el precipitado se
resuspendid en tampdn Laemli 2X y el pH se neutralizdé con Tris base 1M. Las muestras se

incubaron 5 min a 100°C, se centrifugaron y el sobrenadante se pasé a un tubo nuevo.

6.12.2 Fraccionamiento de cromatina

Los fraccionamientos de cromatina se realizaron segln [267] con algunas modificaciones. Las
células correspondientes a 15 ml de cultivo (D.Ogg =1) se lavaron con solucidn fria 0,1 mM Tris
pH 9,4 y 10 mM DTT, el pellet se resuspendié en 1 ml de la misma solucién y se incubd 15 min
en hielo. Posteriormente, las células se lavaron con 1 ml de tampdn de esferoplastos frio (20
mM HEPES pH 7,4, 1,2 M sorbitol e inhibidores de proteasas 1x (COMPLETE EDTA free, Roche),
se resuspendieron en 1 ml del mismo tampdn con 210 pg de zimoliasa 20T y se incubaron 1 h a
30°C. A continuacién se centrifugaron 1 min a 1000 rpm y el pellet se lavé dos veces con
tampodn de lavado frio (20 mM Tris pH 7,4, 20 mM KCl, 1 M sorbitol, 0,1 uM espermina, 0,25
MM espermidina e inhibidores de proteasas). Tras los lavados los esferoplastos se
centrifugaron, se resuspendieron en tampdn de rotura (20 mM Tris pH 7,4, 20 mM KCI, 1 M
sorbitol, 0,1 uM espermina, 0,25 UM espermidina, 1% tritdn X-100 e inhibidores de proteasas

1x), y se mantuvieron en hielo durante 5 min. Una vez lisadas las células, se apartaron 80 pl de
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muestra total y el resto se centrifugd a 13000 rpm a 4°C durante 15 min. Tras la centrifugacién
se retiraron 160 pl del sobrenadante y el pellet se resuspendié en 80 pl de agua, constituyendo
la fraccion enriquecida en cromatina. Las fracciones total, soluble y enriquecida en cromatina
se mezclaron con buffer SDS 4X en el momento (0,06 M Tris pH 6,8, 20% glicerol, 2% SDS, 5%
B-mercaptoetanol) y se hirvieron durante 5 min.

Para el andlisis por western blot se cargaron voliumenes similares para cada tiempo de
la cinética. Para los controles de enriquecimiento se cargaron relaciones celulares equivalentes

de las fracciones de cromatina (2 pl) y soluble (20 pl).

6.11.3 Co-inmunoprecipitacion

Para estudiar la interaccién entre proteinas por coinmunoprecipitacion se partié de cultivos de
100 ml de células (D.0gg0=0,75) que se lisaron en un Multi Beads Shocker (Yasui Kikai) a 4°C con
700 pl de NP40 tampdn de lisis (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl, 1% NP40, 1mM PMSF, 2 mM
de DTT e inhibidores de proteasas 1X (COMPLETE EDTA FREE, Roche)) y el mismo volumen de
bolas de vidrio durante 40 min con pulsos de 30 seg a 3000 rpm y 30 seg de parada. A
continuacién se recogié el lisado y se centrifugd 5 min a 1000 g. El sobrenadante se pasé a un
tubo nuevo y se volvid a repetir este paso. Tras este paso el sobrenadante se pasd a un tubo
siliconizado Ultra Clear (Axygen), se afiadid tampdn MN (10X: 150 mM Tris HCl pH 8, 500 mM
NaCl, 144 mM CaCl,, 2 mM EDTA pH 8, 2 mM EGTA pH 8) a una concentracion final 1Xy 2,5 U
de Micrococal MNasa (Sigma) 6 tampdn benzonasa (10X: 500 mM Tris pH 8, 10 mM MgCl,) y
25 U de bensonasa (Sigma) y se incubd a 37°C durante 20 min. Tras la incubacién el lisado se
centrifugd a 16000 g durante 15 min a 4°C vy el sobrenadante se pasé a un nuevo tubo
siliconizado. A continuacidn se cuantificaron las muestras para determinar la concentracién de
proteinas con Bradford. Se incubaron entre 12000-16000 pg de proteinas de cada muestra
O/N a 4°C con 100 pl de bolas magnéticas GFP-Trap (Chromotek) al 20% en tampdn de lisis (50
mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP40), reservdndose entre 100-200 pg proteinas como
control de carga total, la cuales se desnaturalizaron a 100°C durante 5 min tras afiadirle
tampon de carga Laemli 1X. Tras la incubacion O/N, las bolas magnéticas se lavaron 5 veces
con un 1 ml de tampdn de lisis (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP40), se secaron, se les
afiadio 40 pl de tampdn de carga Laemli 1X y se desnaturalizaron a 100°C durante 5 min. Para
su deteccidn mediante western blot se cargd 20 pul de los inmunoprecipitados y 25 ug de

proteina total.

6.11.4 Deteccion y cuantificacion de proteinas mediante western blot
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Las proteinas se separaron en geles de SDS-poliacrilamida (acrilamida-bisacrilamida 29:1) [261]
al 8% (Mcm4-GFP, Rad51, Rad52, Rad53) 6 15 % (H4, PGK1) a 170 V durante 60-90 min. Como
marcador de tamafio de proteinas se utilizd6 gTPbio (Bioline). Posteriormente, los geles se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond-ECL (GE Healthcare) para Mcm4-GFP,
Rad51, Rad52, H4, PGK1 o PVDF (Millipore) para Rad53, mediante transferencia himeda con
el sistema Mini Trans-Blot (BioRad). La transferencia se realizé durante 1 h a 80 V (Mcm4-GFP,
Rad51, Rad52, Pgkl y H4) 6 14 h a 40 V (Rad53) en tampodn de transferencia (0,025 M Tris
base, 0,192 M glicina pH 8,3, 20% metanol). Para comprobar la eficiencia de la transferencia la
membrana se tifié con Ponceau S (0,1% p/v en 5% acido acético).

Para la inmunodeteccion de las proteinas, las membranas se trataron con solucion de
blogqueo (5% leche para Mcm4GFP, Rad51, Rad52, H4 y Pgkl; 6 5% de albumina de suero
bovino (BSA) para Rad53) en TBS-Tween 0,1% durante 2 h a RT y agitacion suave.
Posteriormente la membrana se incubdé con la dilucion de anticuerpo primario
correspondiente (ver tabla 6.3) durante toda la noche a 4°C. A continuacién las membranas se
lavaron con TBS-Tween 0,1% y se incubaron durante 2 h con el anticuerpo secundario
correspondiente.mPara revelar la sefal se utilizdé el sistema de deteccién de

qguimioluminiscencia ECL Prime western blotting detector (GE Healthcare).

NOMBRE REFERENCIA DESCRIPCION DILUCION SECUNDARIO
JL-living 632381 Anticuerpo 1:1000 Antiratéon 1:2000
colors (Clontech) monoclonal  de
ratén contra GFP,
eGFP e YFP

Anti-Rad51 sc-33626 Anticuerpo 1:400 (total) 6 1:50 | Anticonejo
policlonal de | (inmunoprecipitado) | 1:15000
conejo contra
Rad51

Anti-H4 ab10158 Anticuerpo 1:1000 Anticonejo
policlonal de 1:10000
conejo contra H4

Anti-PGK1 22C5D8 Anticuerpo 1:10000 Antiraton

(Invitrogen) monoclonal  de 1:20000

raton contra Pgkl

Anti-Rad53 sc- 6749 Anticuerpo 1:300 Anticabra
policlonal de 1:10000
cabra contra
Rad53

Anti-Rad52 sc-50445 Anticuerpo 1:100 Anticonejo
policlonal de 1:10000
conejo contra
Rad52

Tabla 6.3 Anticuerpos primarios
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Las sefales se detectaron revelando las membranas en el analizador ChemiDoc Image System.

La cuantificacién de la sefial se realizd con el software Image Lab.

6.12 Ensayo de actividad quinasa in situ

La reaccidon de autofosforilacion de Rad53 se llevd a cabo seglin [268]. Los extractos de
proteinas se corrieron en un gel SDS-poliacrilamida 10% y se transfirieron a membrana de
PVDF (Immobilon-P Millipore) (ver apartado 5.12.3). Seguidamente las membranas se
sometieron a un protocolo de desnaturalizacidn/renaturalizacién. La desnaturalizacion se llevd
cabo en 7M guanidina-HCI, 50 mM ditiotreitol (DTT), 2 mM EDTA, 50 mM TrisHCI pH 8, a
temperatura ambiente durante 1 h. Las membranas se lavaron con TBS antes de la
renaturalizacidn. La renaturalizacion se realizdé a 4°C durante 12-18 h en 2 mM EDTA, 0,04%
Tween-20, 10 mM TrisHCI pH 7,5, 140 mM NaCl, 1% BSA. Posteriormente, las membranas se
lavaron y equilibraron con tampén quinasa (1 mM DTT, 0,1 mM EGTA, 20 mM MgCl,, 20 mM
MnCl,, 40 mM HEPES-NaOH pH 8, 100 uM ortovanadato de sodio). La reaccion de
autofosforilacién se llevé a cabo incubando las membranas con 10 pCi/ml de [yP** JATP en
tampdn quinasa durante 1 h. Por ultimo, las membranas se lavaron sucesivamente con 30 mM
Tris-HCI pH 7,5, 30 mM Tris-HCI 7,5 y 0,1 % NP40, TCA 10 % vy H,0 bidestilada, se secaron y
expusieron a una pantalla PhosPhorlmager, la cual se escaned en un analizador de radiacidn

FujiFilm FLA 5100.

6.13 Citometria de flujo

El andlisis del contenido de ADN se llevd a cabo mediante citometria de flujo [269]. Las células
se recogieron en las condiciones experimentales correspondientes, se fijaron con etanol 70%,
se lavaron con PBS 1X, se resuspendieron en 100 pl de PBS con RNasa A a 100 pg/ml y se
incubaron toda la noche a 37°C. Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS 1X, se
resuspendieron en PBS 1X con yoduro de propidio a 5 pg/ml y se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente al menos 1 h. Las muestras se sonicaron durante 3 segundos con

amplitud 10% y se analizaron en un FACScalibur (Becton Dickinson).

6.14 Andlisis de células con gema

Para el analisis del porcentaje de células con gema las células recogidas en las condiciones

experimentales correspondientes se fijaron con etanol 70%. Posteriormente se lavaron con
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PBS 1X y se resuspendieron en 100 pl de PBS 1X. Se analizaron 100 células de cada punto por

observacién al microscopio.

6.15 Analisis de focos de Rad52-YFP y Rfal-YFP

Para estimar el porcentaje de células con focos de reparacién, las muestras se fijaron
previamente segun [270]. Para ello se tomé 1 ml de cultivo y se centrifugd 1 min a 16000 g. El
precipitado se resuspendié en 1 ml de formaldehido al 2,5% en tampdn fosfato 0,1 M pH 6,4
durante 10 min. Posteriormente se hicieron 2 lavados con tampdn fosfato pH 6,6, se
resuspendieron en tampdn fosfato pH 7,4, y se guardaron a 4°C hasta el momento de su
analisis al microscopio. Para la observacion al microscopio, las células se permeabilizaron con
etanol 80% durante 10 min, se centrifugaron y resuspendieron en DAPI 1 pg/ml en agua
bidestilada, y los focos de Rad52 o Rfal fusionados a proteinas fluorescentes se analizaron
mediante microscopia de fluorescencia [234, 236] en un microscopio LEICA CTR6000 con el
filtro L5 (A excitacion 480nm; A emision 527). En el caso de que la quimera Rad52-YFP no
estuviera intregrada en el genoma de las estirpes, las células se transformaron con el plasmido

pWJ1344. El porcentaje de células con foco se determind mediante observacién directa.

6.16 Ensayos de recombinacion genética

Para estudiar la frecuencia de recombinacion homdloga se utilizé el sistema genético SU, el
cual se basa en repeticiones invertidas de dos alelos truncados del gen LEU2 que comparten un
fragmento interno de 0,6 kb de homologia [258]. Mediante recombinacién entre los dos alelos
truncados se genera una copia silvestre de LEU2. La frecuencia de recombinantes (Leu®) se
determind calculando la media de varios test de fluctuacion, realizados con al menos 3
transformantes (plasmido pRS316-SU) independientes. Cada test calcula la frecuencia de
recombinacion con la mediana de los valores obtenidos a partir de seis colonias
independientes [271]. Para ello, se realizaron las diluciones correspondientes de las células y
se sembraron en placas SMM-L (para seleccionar recombinantes Leu+) y SMM-U (células

totales).

6.17 Ensayos de mutagénesis

Para estudiar la tasa de mutagénesis espontanea e inducida por MMS se midi6 la tasa de
aparicion de células capaces de formar colonias en presencia canavanina, un analogo toxico de

la arginina, que entra en la célula a través de la arginina permeasa CANI1. Por tanto, este
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ensayo mide la aparacién de mutantes de CAN1. La frecuencia de mutagénesis (Can") se
determind calculando la media de 3 tests de mutagénesis. Cada test calcula la frecuencia de
mutagénesis con la mediana de los valores obtenidos a partir de seis colonias independientes
(ver ensayo de recombinacidn genética). Para ello, se realizaron las diluciones
correspondientes de las células y se sembraron en YPAD (células totales) o SMM- Arg con

canavanina a 60 pg/ml (Can").

6.18 PCR cuantitativa

La cantidad de ADN replicado en el origen ARS305 se determind mediante PCR cuantitativa
(gPCR) (7500 Fast Real Time PCR System, Applied BIOSYSTEMS; 7500 System Software V1.4.0).
Para ello, se mezclaron 2,5 pl de ADN gendmico de cada muestra (diluido 1:25) con 12,5 ul de
SYBR Green PCR master Mix (Applied Biosystems), 2,5 ul de oligonucledtidos (oligos en Tabla
5.4) a 0,1 mM y 10 pl de agua. Como recta patrén se usaron diluciones seriadas decrecientes

(factor de dilucién 10) de una de las muestras de ADN total.

6.19 Oligos

Los oligonucledtidos usados en esta tesis se describen en la Tabla 5.4. Los oligos “disrup” son
para la construccion de estirpes con marcadores de resistencias a drogas, los “F5/R3” para el
etiquetado de proteinas con GFP, los que se listan con enzimas de restriccion para el clonaje
de productos de PCR. Las parejas nombradas como Forw/Rev se usaron para la amplificacién
por PCR cuantitativa. Los oligos 305ARS son para la construccion de las sondas para el analisis

de los intermederiarios replicativos.

Oligo Secuencia

UP-RAD52-MN AAGACCAAAGATCAATCCCCTGCATGCACGCAAGCCTACTCGGATC
CCCGGGTTAATTAA

LO-RAD52-MN AATGATGCAAATTTTTTATTTGTTTCGGCCAGGAAGCGCTTGAATTC
GAGCTCGTTTAAAC

UP-MCM4-GFP CGAGGGTGTAAGGAGATCAGTTCGCCTGAATAACCGTGTCGGTGA
CGGTGCTGGTTTA

LO-MCM4-GFP TTATTAATTGTTACGCAGGGAATGATTGTAGTAGACAGCAAGCGAC
CAGCATTCACAT

UP-CDC7-Xhol GCTAATCTCGAGCAGTAGGAAGTCTAAGTA

LO-CDC7-Notl CTATGTGCGGCCGCAAGAGCATTCTTGATTCCAT

UP-cdc7-4-Xhol ATTCGCTCGAGCATTGAGGAGAGGATTATGA

LO-cdc7-4-Xbal TATGCTCTAGAAGCAACACTGTACTCAGGGAA

UP-CAN1-Xhol ATGTCACTCGAGTCAGACTTCTTAACTCCTGT

LO-CAN1-Xbal ATCGTATCTAGAAAGGTAATAAAACGTCATAT
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UP-rad53-disrupt

AATAGTGAGAAAAGATAGTGTTACACAACATCAACTAAAACAGCTG
AAGCTTCGTACGCT

LO-rad53-disrupt

TTAAAAAGGGGCAGCATTTTCTATGGGTATTTGTCCTTGGCTAGTG
GATCTGATATCATC

ForOri305ARS CGCCCGACGGCCGTAA
RevOri305ARS GAGCGGCCTGAAATACTGTCA
ForA305ARS AAGAAAGAAAAGCATTCCAGAGACA
RevA305ARS TGCTAACTGATGTGCCAAAGTCA
Fowori305ARS (PCRq) CGCCCGACGCCGTAA
Revori305ARS (PCRq) GAGCGGCCTGAAATACTGTCA
ForwB305ARS (PCRq) TTGTAGGTGGTAGTTCTCTTCT
RevB305ARS (PCRQq) TGATGGATGATGCCTTGCA

Tabla 6.4 Oligos
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7.1 Medios

7.1.1 Medios de bacterias

LB: 0,5% extracto de levadura, 1% bacto-triptona y 1% NaCl.

LB+Ampicilina: medio LB complementado con 75 pg/ml de ampicilina.

7.1.2 Medios de levaduras

Medio rico YPAD: 1% extracto de levadura, 2% bacto-peptona, 2% glucosa, 20 mg/| de
adenina.

Medio rico YPAG: idéntico al medio YPAD pero la glucosa estd sustituida por 2% de galactosa.
Medio sintético con glucosa (SD): 0,17% YNB (bases nitrogenadas de levadura), 0,5 % sulfato
amonico, 2% glucosa.

Medio sintético con glucosa completo (SDc): medio SD complementado con los aminoacidos
triptéfano, histidina, metionina, leucina, lisina y con las bases nitrogenadas adenina y uracilo a
las concentraciones descritas en [261].

Medio minimo complementado (SMM): medio SD complementado con una mezcla de
aminodcidos y bases [261].

Medio de esporulacién (SPO): 1% acetato potdsico, 0,1 % extracto de levadura, 0,05 % glucosa
y complementado con los requerimientos anadidos al medio SDc a una concentracion final 4

veces inferior.

7.2 Antibioticos, drogas, enzimas e inhibidores
7.2.1 Antibidticos

Ampicilina (Sigma): antibiético B-lactamico que inhibe la divisidn celular de E. Coli impidiendo
la sintesis de la pared celular. Se utilizé para seleccionar cepas bacterianas con algun plasmido
de interés.

G418, Geneticina (Melford): antibiético aminoglicosidico utilizado para seleccionar estirpes de
S. cerevisiae que lleven el gen de resistencia a kanamicina (Kan). Se utilizé a una concentracién
final de 200 pg/ml.

Higromicina B: antibidtico aminoglicosidico procedente de Streptomyes hygroscopicus que
inhibe la sintesis de proteinas. Se utilizé para seleccionar estirpes de S. cerevisiae portadoras

del gen de resistencia a higromicina (Hyg) a una concentracién final de 250 pg/ml.
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Nourseotricina, clonNAT (Werner bioAgents, Germany): antibidtico aminoglicosidico
procedente de Streptomyces noursei. Se utilizé6 para seleccionar estirpes de S. cerevisiae

portadoras del gen de resistencia a nourseotricina (Nat) a una concentracion final de 100

ug/ml.

7.2.2 Drogas e inhibidores

1NM-PP1 (Calbiochem): inhibidor reversible y permeable a las células que compite por el sitio
de unién del ATP de quinasas mutadas.

Complete EDTA free (Roche): mezcla de inhibidores de proteasas.

Nocodazol (Sigma): agente inhibidor de la polimerizacién de microtubulos.

Metil Metanosulfonato (MMS): agente alquilante.

Hidroxiurea (HU) (US Biological): inhibidor de la reductasa de nucleétidos que para la
replicacion debido a una disminucidn de los niveles de deoxinucleétidos trifosfatos (dNTPs).
PMSF (Sigma): fluoruro de fenilmetilsulfonilo, inhibidor de la polimerizaciéon de microtubulos.
Quimostatina (Sigma): inhibidor de proteasas como quimiotripsina y catepsinas.

Hemisulfato de Leupeptina (AppliChem): inhibidor de serina y cisteina proteasas.
Benzamidina (AppliChem): inhibidor competitivo de serina proteasas y tripsinasas.

Espermina (Sigma): poliamina que ayuda a estabilizar la estructura del ADN.

Espermidina (Sigma): poliamina que ayuda estabilizar la estructura del ADN.

7.2.3 Enzimas

Enzimas de restriccidn (Takara): endonucleasas de ADN con dianas especificas de secuencia.
Factor a: feromona utilizada para sincronizar células de sexo a en G1.

Klenow (Promega): fragmento mayor de la ADN polimerasa | de E. coli con actividad
polimerasa 5’-3’' y exonucleasa 3’-5'.

Polimerasa termoestable de ADN: My Tag Red DNA Polymerase Bioline y Velocity DNA
Polymerase Bioline (usada en PCRs que requieren alta fidelidad de secuencia).

Pronasa (Sigma): proteasa de Streptomyces griseus mezcla de tres actividades proteoliticas
gue incluyen las proteasas de serina.

Proteinasa K (Roche): endoproteinasa inespecifica procedente e Pichia pastoris capaz de
degradar proteinas hasta nivel de aminoacidos.

RNasa A (Roche): endoribonucleasa especifica de pirimidina que actia sobre ARN de cadena

sencilla.
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Zimoliasa 20T (USB): mezcla de enzimas de Arthrobacter Iuteus con capacidad de digerir la
pared celular de S. cerevisiae.

Nucleasa Micrococal (Sigma): nucleasa de Staphylococcus aureus.

Benzonasa (Sigma): nucleasa de Serratia marcescens capaz de degradar todas las formas de

ADN y ARN.

7.3 Tampones

Los tampones generales usados en esta tesis son:
TE 1X: 10 mM TrisHCI pH 7,5, 50 mM EDTA pH 8
TAE 1X: 0,04M Tris-Acetato, 1 mM EDTA pH 8
Tampon de carga 5X: 0,25% azul de bromofenol, 30% glicerol
TBE 1X: 0,089 M Tris Base, 0,089 M acido bodrico, 0,002 M EDTA
Laemli 1X: 0,06 M Tris pH 8, glicerol 25%, SDS 2%, bromofenol 0,01%, 0,5% v/v -
mercaptoetanol.
PBS 1X: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 2mM KH,P0,
TBS 1X: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 25 mM Tris base
Tampones fosfato potasico 0,1 M
pH 6,4 27,8 mM K,HPOy, 72,2 mM KH,PO,
pH 6,6 38,1 mM K,HPO,, 61,9 mM KH,PO,
pH 7,4 80,2mM pH K,HPO,, 19,8 mM KH,PO,
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